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Riassunto 
 
Introduzione: 
Una  forma  ereditaria  della  malattia  di  Creutzfldt‐Jakob  (CJD)  è  legata  alla  mutazione 
(D178N/V129)  sul  gene  codificante  per  la  proteina  prionica.  Tale  patologia  è  normalmente 
caratterizzata  in  base  alla  presenza  di  disturbi  motori,  demenza  ed  alterazioni 
elettoencefalografiche.  Tuttavia  recentemente  sono  state  descritte  alterazioni  del  sonno  in 
pazienti affetti da CJD.  Inoltre, un coinvolgimento della proteina prionica nella regolazione del 
sonno è stato proposto sulla base di dati raccolti in animali che non esprimo la proteina prionica 
stessa. 
 
 
Scopo del lavoro: 
Sulla base dei dati sopra descritti si è deciso di procedere alla creazione di un nuovo modello 
murino in grado di esprimere in sé tutte le caratteristiche della CJD riscontate nell’uomo, per 
permettere un più completo ed approfondito studio dello sviluppo della malattia e testare 
eventuali approci teraputici. A questo si affianca lo scopo di studiare il ruolo della proteina 
prionica nei meccanismi di controllo del ciclo sonno/veglia. 
Si è perciò provveduto a portare a termine i seguenti studi: 
• Caratterizzazione di un nuovo modello murini di morbo di Creutzfeldt‐Jakob. 
• Studio dell’evoluzione temporale delle caratteristiche del sonno  in tutti  i ceppi oggetto di 
studio. 
• Analisi della risposta allo alla deprivazione di sonno da parte di tutti i ceppi. 
 
Materiali e metodi. 
Sono stati generati 3 ceppi di topi: 
• Topi  transgenici  che  esprimono  l’omologo  murino  della  mutazione  sopra  citata 
(D177N/V128). 
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• Topi che non esprimono la proteina prionica. 
• Topi che esprimono elevati livelli di questa proteina. 
 
Tutti  gli  animali  sono  stati  sottoposti  all’impianto  di  elettrodi  per  la  registrazione  dei  segnali 
elettroencefalografici.  I  tracciati  acquisiti  sono  stati  analizzati  per  descrivere  alterazioni 
morfologiche dei tracciati stessi o delle caratteristiche del sonno. 
L’analisi dell’evoluzione del sonno nel tempo è stata condotta usando tre gruppi di età per ogni 
ceppo (6, 12 e 18 mesi). 
La registrazione degli animali a seguito di una deprivazione di sonno di sei ore è stata usata per 
analizzare la risposta alla deprivazione stessa. 
 
 
 
Risultati. 
Le  analisi  condotte  hanno  mostrato  che  animali  anziani  che  esprimono  la  mutazione 
(D177N/V128) hanno  trascorso meno  tempo  in  sonno REM  rispetto a  tutti gli altri ceppi. Essi 
presentano inoltre alterazioni elettroencefalografiche assenti negli altri gruppi di animali e simili 
ad altrqazioni descritte in pazienti ed in altri modelli animali di CJD. 
L’analisi dell’evoluzione temporale della malattia ha mostrato che la diminuzione del sonno REM 
nel ceppo portatore della mutazione (D177N/V128) è presente già a 12 mesi di età ma assente a 
6  mesi.  Questo  aspetto  è  di  particolare  importanza  se  si  considera  che,  generlamente,  la 
diagnosi della malattia viene effettuata in soggetti relativamente anziani e sulla base di sintomi 
motori.  Inoltre  sia  questo  ceppo  che  il  ceppo  che  non  esprime  la  proteina  prionica  hanno 
mostrato una riduzione della circadianità del ciclo sono/veglia. 
L’analisi  del  sonno  in  seguito  a  deprivazione  ha  mostrato  come  alla  riduzione  del  tempo 
trascorso  in sonno REM  in condizioni di controllo si accompagni anche una ridotta capacità di 
recupero di questa fase rispetto ad animali WT.  
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Conclusioni: 
È stato caratterizzato dal punto di vista elettroencefalografico ed ipnologico un nuovo modello 
murino di morbo di Creutzfeldt‐Jakob. Tale modello racchiude  in sé tutte  le caratteristiche già 
descritte  in  pazienti  affetti  da  questa malattia.  In  quanto  oltre  ai  ben  noti  sintomi motori  e 
cognitivi  ed  elettroencefalografici  presenta  anche  le  alterazione  del  sonno  recentemente 
descritte. 
L’analisi  longitudinale  dello  sviluppo  della malattia  ha mostrato  come  la  riduzione  del  sonno 
REM sia presente anche in animali adulti e non solo in quelli anziani, quindi precedentemente al 
supposto  inizio della malattia.  Indicando un possibile nuovo strumento diagnostico  in grado di 
fornire una diagnosi precoce di questa malattia. 
L’analisi  in seguito a deprivazione di sonno ha  infine confermato  i dati  raccolti,  indicando una 
ridotta capacità’ di recupero negli animali che presentano alterazione della proteina prionica.  
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Introduzione 
 
Descrivere brevemente  cosa  sia  il  sonno è  talmente banale da  risultare difficile. Chiunque  sa 
cosa  significhi  dormire,  perché  chiunque  dorme,  tuttavia  le  caratteristiche  che  vengono 
comunemente accettate per descrivere il sonno rappresentano solo una parte di ciò che il sonno 
è veramente. Se  infatti da un  lato  le tecniche attualmente usate per studiarlo sono  in grado di 
descrivere  nel  dettaglio molti  degli  aspetti  comportamentali  e  fisiologici  del  sonno,  dall’altro 
lato rimane ancora avvolto nell’oscurità il motivo per il quale esiste questo stato. 
Già nell’antichità alcuni sapienti (Lucrezio, Plinio il vecchio) si erano occupati di sonno, stimolati 
soprattutto  dal  fenomeno  del  sogno,  e  ne  avevano  descritto  alcune  caratteristiche,  come 
l’assenza di attività, la postura tipica, la sua presenza in varie specie animali. (Gottesmann 2001) 
In particolare,  l’assenza di attività dei  soggetti dormienti ha  spesso portato a  ritenere questa 
condizione come uno stato di quiescenza totale dell’organismo. È solo a partire dall’inizio del XX 
secolo che lo studio del sonno  ha iniziato ad avere un orientamento maggiormente scientifico e 
basato  su  un  approccio  anatomo‐fisiologico  affiancato  alle  evidenze  degli  studi 
comportamentali.  Dagli  anni  ’20  del  novecento  (con  l’uso  dell’elettroencefalografia)  si  è 
intrapresa definitivamente la strada che ha portato alle conoscenze attuali. 
 
Primi studi del sonno 
Come  accennato  precedentemente,  l’evento  che  diede  la  svolta  allo  studio  del  sonno  fu  la 
registrazione  delle  onde  elettriche  generate  dai  neuroni  grazie  all’invenzione 
dell’elettroencefalografo. Fu Hans Berger, negli anni ’20 del novecento, a registrare per primo le 
onde  cerebrali nell’uomo e  rilevò aumenti nell’ampiezza e diminuzioni nella  frequenza di  tali 
onde quando  i  soggetti  chiudevano gli occhi, aumenti  che  si  facevano  sempre più  consistenti 
mano  a  mano  che  si  addormentavano  (Haas  2003).  Si  ipotizzò  che  fosse  semplicemente 
l’assenza di stimoli sensoriali a causare  i cambiamenti descritti ed,  in ultima analisi,  il sonno. A 
rafforzare  questa  ipotesi,  pochi  anni  più  tardi  Bremer  mostrò  come  la  disconnessione  tra 
encefalo e  tronco encefalico  (mediante  sezione completa a  livello della  lamina quadrigemina) 
porti alla perdita delle caratteristiche corticali dello stato di veglia (Bremer and Terzuolo 1953). 
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In realtà  le prime evidenze che  il sonno non costituisca semplicemente un’assenza di veglia,  in 
cui  l’organismo  cade  solo  a  causa  di  ridotte  o  nulle  stimolazioni, ma  uno  stato  a  se  stante, 
attivamente promosso dal cervello, risalivano già ad alcuni anni prima rispetto alle osservazioni 
di Berger (Hobson 1995).  
Al termine della prima guerra mondiale Von Economo, un neurologo austriaco, effettuò la prima 
descrizione  dell’encefalite  letargica  (un’encefalite  legata  alla  diffusione  in  quegli  anni 
dell’influenza  “spagnola”)  e  osservò  che  i  soggetti  affetti  potevano  andare  incontro  a  due 
opposti destini, una  continua  sonnolenza od un’insonnia.  (Hobson 1995; Haas 2003; Triarhou 
2007). 
Sulla base di  studi neuropatologici  condotti  su pazienti  con encefalite, Von Economo  ipotizzò 
l’esistenza  di  un  centro  del  sonno  a  cavallo  tra  il mesencefalo  ed  il  diencefalo,  a  sua  volta 
suddiviso  in  nuclei  di  promozione  della  veglia  ed  in  nuclei  di  promozione  del  sonno  (von 
Economo 1929; Hobson 1995). 
Ci vollero alcuni anni affinché gli studi elettroencefalografici mostrassero chiaramente come  il 
sonno  non  sia  semplicemente  uno  stato  di  inattività  dovuta  alla  deprivazione  sensoriale.  A 
cavallo tra gli anni ’40 e ’50 i lavori di Moruzzi e Magoun mostrarono, attraverso studi di lesione, 
in particolare a  livello del  tegmento pontino e mesencefalico  (Lindsley, Schreiner et al. 1950; 
French  and Magoun  1952; Moruzzi  1972)  e  stimolazione  elettrica,  come  la  generazione  del 
sonno e della  veglia dipenda dall’attività di numerosi nuclei  cerebrali e non dalla presenza o 
meno di stimoli esterni. 
Pochi anni più  tardi N. Kleitman ed E. Aserinsky  registrarono  l’elettroencefalogramma  (EEG) e 
l’elettroculogramma  (EOG)  in  alcuni  soggetti  sia  svegli  che  dormienti(Aserinsky  and  Kleitman 
1953). 
Le due  registrazioni combinate mostrarono  la comparsa, durante  il sonno, di alcuni periodi di 
intensa  attività  motoria  da  parte  degli  occhi  che  corrispondevano  a  momenti  di 
desincronizzazione  (caratteristica  tipica  della  veglia)  a  livello  dell’EEG.  I  due  ricercatori 
ipotizzarono così che il sonno fosse diviso in due fasi distinte fra loro e chiamarono REM (rapid 
eye movement) la fase da loro scoperta, da contrapporsi alla fase NREM. 
Successivi studi hanno poi mostrato come  la  fase NREM possa a sua volta essere suddivisa  in 
quattro diverse fasi (Rechtschaffen and Siegel 2000). 
A  partire  dagli  anni  ’50‐’60  gli  studi  elettrofisiologici,  le  analisi  istochimiche  e  poi  anche 
molecolari si sono moltiplicate  in maniera esponenziale, andando a descrivere sempre più nel 
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dettaglio  le  caratteristiche del  sonno,  i  centri  cerebrali deputati  alla  sua  regolazione e  le  sue 
interazioni con tutti gli altri processi fisiologici e patologici dell’ organismo. 
Nonostante  i  grandi  progressi  ottenuti, mancano  ancora  le  risposta  ad  alcune  fondamentali 
domande sul sonno, dalla sua reale funzione (che è ancora ignota) al suo sviluppo filogenetico, 
al ruolo dei numerosi nuclei encefalici che sono coinvolti nella sua regolazione. 
 
EEG e polisonnografia  
L’elettroencefalografia è una delle tecniche regine per lo studio dell’attività cerebrale e, poiché 
il  sonno  deriva  dal  cervello  ed  ha  una  profondissimo  impatto  sulla  sua  attività,  è  anche  una 
metodica cruciale nello studio del sonno. 
I neuroni sono cellule eccitabili e, come tali, generano campi elettrici che è possibile registrare; 
questo è evidente  con  tecniche, quali  il patch‐clamp,  che  registrano  i  flussi di  corrente di un 
singolo neurone  (o di un  singolo canale),  tuttavia è possibile  rilevare anche  l’attività di  intere 
popolazioni  neuronali.  Ponendo  2  elettrodi  sul  cuoio  capelluto,  o,  come  è  possibile  fare 
nell’animale da esperimento, direttamente  a  contatto  con  la  superficie  cerebrale,  si possono  
registrare le variazioni di potenziale tra di essi; tali variazioni riflettono le variazioni di potenziale 
dei gruppi di neuroni che si trovano sotto ciascun elettrodo.  
Tanto  più  un  singolo  neurone  è  vicino  all’elettrodo  tanto maggiore  è  il  suo  contributo  nella 
generazione  del  segnale  raccolto  dall’elettrodo  stesso,  per  questo  motivo  sono  i  neuroni 
corticali quelli che sviluppano  le correnti rilevate dall’EEG mentre  i nuclei più profondi, troppo 
distanti,    contribuiscono poco  al  segnale  che  viene  registrato  (Koester  and  Siegelbaum 2000; 
Westbrook 2000). Un’eccezione a questa situazione è costituita dagli animali da esperimento, 
nei quali è possibile inserire elettrodi in profondità nel tessuto cerebrale per registrare segnali, 
ad esempio, direttamente dall’ippocampo. In caso di determinate patologie, quali l’epilessia od 
alcune patologie neurdegenerative,  il posizionamento di elettrodi  in profondità viene eseguito 
anche nell’uomo. 
Vi sono due modalità  in cui è possibile posizionare gli elettrodi per  la registrazione di un EEG. 
Una delle principali distinzioni è quella fra registrazioni monopolari e registrazioni bipolari: nella 
prima  i  segnali  elettroencefalografici  raccolti  da  un  elettrodo  “attivo”  sono  confrontati  con  i 
segnali  provenienti  da  un  elettrodo  di  riferimento,  che  non  raccoglie  segnali  EEG  in  quanto 
posto  in una zona elettricamente neutra, come  il  lobulo dell’orecchio. Nel caso di registrazioni 
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bipolari entrambi gli elettrodi registrano segnali EEG e questi segnali sono confrontati tra  loro; 
entrambi gli elettrodi fungono quindi  sia da elemento attivo che da elemento di riferimento. 
I  segnali  raccolti  dagli  elettrodi  devono  necessariamente  andare  in  contro  a  processi  di 
amplificazione e filtraggio (Hobson 1995; Westbrook 2000). 
L’ampiezza dei segnali EEG è  infatti nell’ordine dei microvolt e non dei millivolt, come accade 
per  le  registrazioni  intracellulari. Ciò accade perché, nelle  registrazioni  intracellulari  (in cui un 
elettrodo  è  interno  alla  cellula  ed  uno  è  esterno)  ad  una  data  corrente  I  (necessaria  per 
depolarizzare la cellula) si associa un’elevata resistenza R (dovuta alle proprietà della membrana 
plasmatica). Per  la  leggi di Ohm V=I x R si ottiene un determinato valore di V  (nell’ordine dei 
millivolt). 
Viceversa  l’EEG  è  una  registrazione  extracellulare  nella  quale  entrambi  gli  elettrodi  sono 
posizionati esternamente alla cellula. Ipotizzando di registrare un singolo neurone  la corrente I 
(necessaria alla depolarizzazione) rimane invariata rispetto all’esempio precedente, ma R risulta 
estremamente inferiore (in quanto corrisponde alla resistenza del fluido extracellulare, che non 
ha  un’elevata  resistenza)  e  quindi  ,  per  la  legge  di  Ohm  ,V  risulta  grandemente  ridotta 
(Westbrook 2000). 
All’atto pratico,  tramite elettrodi EEG non è possibile  registrare extracellularmente un singolo 
neurone, i segnali raccolti rappresentano, appunto, la somma dei segnali di svariati neuroni. 
Inoltre,l’attività’ dei  gruppi neuronali è  fortemente  attenuata e disturbata dagli elementi  che 
deve attraversare prima di  raggiungere gli elettrodi  (ossa, muscoli, capelli). Nel caso di piccoli 
animali  da  laboratorio,  quali  i  roditori,  bisogna  anche  considerare  le  ridotte  dimensioni  del 
cervello, che non può produrre segnali molto potenti; a ridotte dimensioni corrisponde  infatti 
un  ridotto numero di neuroni, che sono  la  fonte generatrice dei segnali elettrici che vengono 
registrati sottoforma di segnale elettroencefalografico. 
Quest’ultimo si presenta come una linea oscillante caratterizzata da una determinata ampiezza 
delle oscillazioni, espressa in sottomultipli del Volt, e da una data frequenza, espressa in cicli per 
secondo  (hertz,  Hz).  Queste  sono  inversamente  proporzionali  tra  loro,  all’aumentare 
dell’ampiezza dell’onda EEG si ha una parallela diminuzione della frequenza e viceversa. 
Nell’uomo  le  onde  elettroencefalografiche  hanno  ampiezza  nell’ordine  dei  microvolt  e 
frequenze che vanno da 0,5 Hz ad oltre 30 Hz. Al fine di rendere più agevole l’analisi dell’EEG è 
stata  effettuata  una  suddivisione  arbitraria  delle  onde  in  bande  sulla  base  delle  differenti 
frequenze ed ampiezze. Le onde che hanno frequenze comprese fra 0,5 e 4 Hz (quindi quelle a 
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minor  frequenza)  sono  caratterizzate  da  elevata  ampiezza  e  costituiscono  la  banda  delta,  le 
onde comprese fra 4 e 7 Hz costituiscono la banda teta, quelle tra 8 e 13 la banda alfa mentre 
quelle tra 13 e 30 Hz formano la banda beta. Ulteriori bande sono state caratterizzate nel corso 
del  tempo  e  si  sono  andate  ad  affiancare  alle  4  principali:  tra  queste  la  banda  gamma,  che 
rappresenta frequenze oltre  i 25 Hz fino a 100 (Hughes 2008) e  la banda sigma, con frequenze 
altissime, oltre i 500 Hz (Niedermeyer 2004). Già a partire dagli studi di Berger si era notata una 
corrispondenza tra  lo stato comportamentale del soggetto ed  il pattern di bande prevalente  in 
quello stato, così, mentre nella veglia attiva prevale  la banda beta, nella veglia ad occhi chiusi 
prevale  la banda alfa e via via che un soggetto si addormenta e cade  in un sonno sempre più 
profondo, acquista sempre più importanza la banda delta (Westbrook 2000; Miller 2007). 
Come verrà  illustrato più avanti, questa dipendenza tra  lo stato di attività e  la frequenza delle 
onde EEG viene spiegata analizzando i circuiti talamo‐corticali. 
Mentre in veglia i soggetti sono attivi e, quindi, i singoli neuroni “scaricano” in risposta a stimoli 
sensoriali,  indipendentemente  dal  comportamento  del  resto  della  popolazione  nella  quale  si 
trovano,  durante  le  fasi  di  sonno  prevalgono  circuiti  interni  all’encefalo  e  le  popolazioni 
neuronali  tendono  ad  avere  un  comportamento  sincronizzato  tra  loro  ed  a  scaricare 
contemporaneamente. Poiché  l’EEG non  è  altro  che  la  somma dell’attività  elettrica  a  cavallo 
della membrana plasmatica dei singoli neuroni,  in veglia prevale un’onda a bassa ampiezza ed 
alta  frequenza dovuta al  fatto  che  in ogni momento vi è un piccolo gruppo di neuroni attivi, 
mentre in sonno prevalgono onde di ampiezza elevata, dovute al fatto che vi sono pochi gruppi 
contenenti moltissimi neuroni che si attivano seguendo ritmi ciclici. 
 Le  caratteristiche dell’EEG  sono profondamente  influenzate dallo  stato  comportamentale nel 
quale si trova l’individuo.  
La  registrazione polisonnografica  consiste nella  registrazione di numerosi parametri  fisiologici 
associati  al  sonno.  I principali  sono  L’EEG ed  il movimento  (sottoforma di elettromiogramma 
EMG  o  di  telecamere  ad  infrarossi)m  a  questi  possono  essere  associati  vari  altri  parametri, 
dall’elettooculogramma (EOG) all’ elettrocardiogramma (ECG) a parametri respiratori, solo per 
citarne alcuni. 
La polisonnografia è l’unica tecnica che permette un’analisi quantitativa del sonno, sia con scopi 
di  ricerca  sia  con  scopi  clinici.  La  sola  analisi  EEG,  infatti,  non  permette  di  distinguere 
chiaramente tra gli stati di sonno REM e gli stati di veglia attiva (in entrambi, nel roditore, si ha 
un’elevata potenza della banda teta) e neppure tra le fasi di addormentamento e le fasi di veglia 
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quieta  (nell’uomo);  inoltre  esso  non  è  informativo  riguardo  a  tutti  gli  altri  sistemi  che  sono 
influenzati durante il sonno, da quello cardiovascolare a quello respiratorio. 
Nell’animale  da  esperimento  tali  registrazioni  richiedono  operazioni  chirurgiche  necessarie  al 
fissaggio dei vari elettrodi. Viceversa, nell’uomo le analisi polisonnografiche sono meno invasive, 
in pratica ad una normale registrazione EEG (effettuata con elettrodi posti sul cuoio capelluto) si 
affiancano  registrazioni  elettrocardiografiche,  actigrafiche,  video  od  altre,  a  seconda  delle 
esigenze. Da notare che, poiché l’applicazione della strumentazione necessaria ad effettuare le 
registrazioni ha come effetto collaterale quello di disturbare il sonno (principalmente durante la 
fase di addormentamento), si effettua, di norma, almeno una notte di adattamento, durante la 
quale il soggetto si addormenta nelle esatte condizioni in cui verrà eseguito l’esame. 
 
 
Organizzazione del sonno 
Lo  studio  del  sonno  può  essere  approcciato  da  vari  punti  di  vista,  ad  esempio molecolare, 
elettrofisiologico o filogenetico; il primo e più facile approccio è, però, quello comportamentale. 
Quattro  caratteristiche  descrivono  il  sonno  in  tutti  gli  esseri  viventi:  una marcata  riduzione 
dell’attività motoria,  una  postura  tipica  (ad  esempio  giacere  sdraiato,  per  l’uomo,  e  restare 
fermo eretto sulle 4 zampe nel cavallo), una ridotta sensibilità alla stimolazione sensoriale ed, 
infine, la facilità ad uscire da questo stato per passare alla veglia. 
I mammiferi iniziano la fase di sonno con un periodo di NREM per poi passare al sonno REM, le 2 
fasi  si  alternano  più  volte  nel  corso  della  notte  secondo  cicli  di  durata  stabilita  detti  cicli 
ultradiani,  in  quanto  durano meno  di  24  ore  e  che,  nell’uomo,  sono  di  circa  90‐100 minuti 
(Rechtschaffen and Siegel 2000). 
 
NREM 
Il sonno NREM si caratterizza, rispetto alla veglia, per una marcata riduzione del metabolismo 
dell’intero  organismo,  un  abbassamento  della  temperatura  (dovuto  alla  pressoché  assente 
attività muscolare, ed all’aumentata vasodilatazione)  (Gilbert, van den Heuvel et al. 2004) ed 
una ridotta attività cerebrale; tali modificazioni si accordano perfettamente con  l’aumento del 
tono parasimpatico che è rilevabile in questa fase. 
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Così come il sonno nel suo complesso si divide in due fasi differenti fra loro (NREM e REM), così 
il  sonno  NREM,  almeno  prendendo  in  considerazione  l’uomo  ed  i  primati,  è  a  sua  volta 
suddivisibile in 4 stadi (Hsieh, Robinson et al. 2008). Viceversa questa ulteriore suddivisione non 
viene fatta nei roditori ed, in generale, negli altri animali. 
Nelle fasi di veglia attiva ed ad occhi aperti a prevalere è la desincronizzazione fra i vari neuroni, 
che ha come risultato un EEG ad alta frequenza e, quindi, una predominanza delle bande beta e 
gamma (una banda composta da frequenza superiori ai 30 Hz, caratterizzata più recentemente 
rispetto  alle  principali).  Come  era  stato  descritto  nei  primi  pionieristici  esperimenti,  già 
chiudendo gli occhi si ha un profondo cambiamento nell’attività cerebrale, la banda beta lascia il 
posto  alla  banda  alfa. Questa  può  essere  registrata  a  livello  della  corteccia  occipitale  ed  ha 
frequenza inferiore della precedente, dimostrando così anche il ruolo cruciale del sistema visivo 
nella nostra specie. Se  il soggetto ad occhi chiusi non viene più stimolato  tende,  in un  tempo 
variabile, ma, generalmente, intorno ai 10‐15 minuti,(Carskadon, Dement et al. 1986) a  cadere 
nel primo stadio del sonno NREM (Hobson 1995; Rechtschaffen and Siegel 2000). 
Fase1: è  la  fase dalla quale comincia sempre  il sonno nell’uomo,  in questa  fase  il sonno resta 
molto  leggero ed è quindi elevata  la possibilità di svegliarsi. Secondo alcuni,  in realtà, questa è 
più una fase di addormentamento che di sonno, durante la quale questo comportamento si sta 
stabilendo  ma  la  veglia  non  è  ancora  completamente  scomparsa  (Rechtschaffen  and  Siegel 
2000)).  Il  respiro  tende  a  farsi  più  lento  e  più  profondo, mentre  l’attività muscolare  scema 
sempre più fino a farsi molto leggera (Hauri and Wisbey 1992) e l’attività cardiaca va incontro ad 
un  leggero  rallentamento.  Complessivamente  si  può  dire  che  si  ha  un  aumento  dell’attività 
parasimpatica  ed  una  diminuzione  dell’attività  simpatica.  Anche  l’attività  cerebrale, 
naturalmente, va  incontro a cambiamenti.  Il ritmo dell’attività elettrica cerebrale tende a farsi 
sempre più lento e la banda alfa viene sostituita dalla banda teta. (Ogilvie 2001) 
Fase2: in questa fase i soggetti si trovano in uno stato di sonno vero e proprio. Rispetto alla fase 
1, sostanzialmente, vengono accentuati i segni che già erano comparsi, il respiro si fa ancora più 
lento e profondo, la prevalenza del sistema parasimpatico si fa ancora più marcata. 
A  livello  dell’EEG,  a  fronte  di  una  continua  riduzione  della  frequenza  delle  onde  si  ha  la 
comparsa  di  alcune  caratteristiche  formazioni  tipiche  di  questo  stato:  i  fusi  del  sonno  ed  i 
complessi K. I primi sono descritti come un gruppo di onde di frequenza compresa fra 12 e 14 Hz 
che  progressivamente  aumentano  la  loro  potenza    e  poi,  sempre  progressivamente,  la 
diminuiscono  (De Gennaro  and  Ferrara  2003).  I  complessi  K,  invece,  sono  onde molto  lente 
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caratterizzate  da  una  prima,  breve,  fase  di  potenziale  positivo  seguita  da  una  profonda 
negativizzazione  del  potenziale  dell’onda  ed  infine  un  ritorno  alla  normalità.  La  durata 
complessiva di un  tipico complesso K è di circa 1 secondo ed essi possono essere registrati  in 
tutta la corteccia(Cash, Halgren et al. 2009). 
Fasi  3  e  4  (detto  anche  sonno  ad  onde  lente,  SWS):  queste  2  fasi  sono  state  recentemente 
accorpate dall’ American Academy of Sleep Medicine  (Schulz 2008).  In questo  stadio  il  sonno 
raggiunge la sua massima profondità, il sistema parasimpatico prevale fortemente sul simpatico, 
rendendo ancora più  lento  il battito  cardiaco e più alta  la  soglia di  stimolazione necessaria a 
risvegliare  il soggetto.   La  temperatura corporea continua a scendere. A  livello EEG prevale  la 
banda delta, costituita da onde a frequenza molto bassa ed elevata ampiezza. E’ considerata la 
fase  di  sonno  più  profonda  e  maggiormente  riposante.  All’opposto  del  sonno  REM,  questo 
stadio è prevalente nella prima parte della notte mentre si presenta meno spesso nella seconda 
parte.  
 
REM 
Il sonno REM, nell’uomo, si alterna al NREM secondo un ciclo ultradiano della durata di circa 100 
minuti. Dall’addormentamento i soggetti attraversano le 4 fasi del sonno NREM ed entrano poi 
nel sonno REM, questo ciclo si ripete 3‐4 volte nel corso della notte. La durata della fase REM 
tende  ad  aumentare  nelle  ultime  ore  della  notte,  al  contrario  le  fasi  più  profonde  di  sonno 
NREM tendono a diminuire. Nell’adulto il tempo trascorso nella fase REM ammonta a circa il 20‐
25% del tempo totale di sonno (Rechtschaffen and Siegel 2000). 
 Da un punto di vista EEG il sonno REM presenta un tracciato desincronizzato, come la veglia,  ad 
indicare  un’attivazione  a  livello  corticale.  Sempre  a  livello  di  registrazioni  di massa  (cioè  di 
gruppi di  cellule)  si ha  la  comparsa delle onde ponto‐genicolo‐occipitali  (PGO).  Esse possono 
essere registrate, tramite elettrodi posti in profondità nell’animale da esperimento, a livello del 
ponte,  del  nucleo  genicolato  laterale  e  dalla  corteccia  visiva  primaria.  Queste  onde  si 
presentano  sottoforma di potenziali  isolati di grande ampiezza e    si manifestano a partire da 
pochi  secondi prima dell’effettivo  inizio dell’episodio REM  (Jouvet, Michel et al. 1959; Brooks 
and Bizzi 1963). Per questo motivo esse sono considerate un segno premonitore del presentarsi 
di un episodio REM. Queste onde si generano a livello della formazione reticolare del ponte, da 
qui si dirigono prima al nucleo genicolato laterale ed infine alla corteccia occipitale. Dopo l’inizio 
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del REM si presentano come brevi treni di onde  (3‐10 per ogni treno)  (Brooks and Bizzi 1963; 
Mouret and Guilleminet 1963). La presenza di queste onde in regioni correlate con vari organi di 
senso ha lasciato supporre che vi sia una correlazione tra onde PGO ed i sistemi: visivo, uditivo 
(Drucker‐Colin, Bernal‐Pedraza et al. 1983) e somatosensotiale (Jouvet 1962; Callaway, Lydic et 
al. 1987). 
 In  accordo  con  l’attivazione  neuronale  presente  nel  sonno  REM  si  ha  un  aumento  di 
temperatura  cerebrale  rispetto  al NREM;  la  capacità  di  termoregolazione  del  corpo  è  invece 
ridotta in questa fase e l’organismo, come per un animale poichilotermo, tende a raggiungere la 
temperatura ambientale (Parmeggiani 1987). 
A  livello  del  sistema  cardiocircolatorio,nel  passaggio  da  sonno  NREM  a  REM  si  hanno 
significative modificazioni  ,  la  caratteristica più  importante è  l’instabilità di  tutto  il  sistema  in 
questo  stato.  Si hanno  rapidi passaggi  tra periodi di preminenza del  sistema parasimpatico e 
periodi  di  preminenza  del  sistema  simpatico,  con  ampie  variazioni  della  frequenza  cardiaca 
(Borbely 1982; Penzel, Kantelhardt et al. 2003). Possono verificarsi anche extrasistoli (Dickerson, 
Huang et al. 1993). Anche a  livello della pressione arteriosa si assiste a repentini cambiamenti, 
con picchi di alta pressione alternati a momenti di pressione simile a quella del sonno NREM. 
Anche il sistema respiratorio va incontro ad un aumento di oscillazione dei parametri fisiologici 
con una ridotta responsività alla pressione parziale di CO2. 
A  livello  del  sistema motorio  si  ha  la  comparsa  di  un  atonia  che  riguarda  pressoché  tutta  la 
muscolatura  scheletrica,  con  l’importante  esclusione  della  muscolatura  extraoculare 
(caratteristica che dà il nome a questo stato) e di quella respiratoria. 
 
Cicli del sonno  
Il normale ciclo sonno‐veglia, così come molti altri processi fisiologici, segue un ritmo naturale 
(detto ritmo circadiano) della durata di circa 24 ore. Questo ritmo,  tuttavia,  interagisce anche 
con un altro processo, di natura omeostatica. Solo dall’interazione di questi 2 processi, che sono 
stati  denominati  processo  C  (circadiano)  e  processo  S  (omeostatico)  deriva  la  propensione 
all’addormentamento od al risveglio di un soggetto nell’arco della giornata(Borbely 1982). 
 I  ritmi  circadiani  sono  regolati  endogenamente  e,  per  quanto  interagiscano  con  l’ambiente 
esterno e ne siano da questo  influenzati, sono completamente autonomi  in assenza di  input. Il 
termine  tedesco  zeitgeber  indica  quegli  elementi  esterni  al  ciclo  circadiano  che  però 
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interagiscono con esso, spesso causandone un reset. Il più importante tra gli zeitgebers è la luce, 
una  diminuzione  nella  sua  intensità  è  un  importante  fattore  che  spinge  al  sonno  gli  animali 
diurni  (mentre,  al  contrario  è  un  fattore  che  aumenta  l’attività  negli  animali  notturni).  Per 
quanto riguarda l’uomo, il mondo moderno ha avuto un notevole impatto sui ritmi circadiani, i 
ritmi  lavorativi  imposti dalla società non si conciliano alla perfezione con  i ritmi naturali, tanto 
meno nel caso di coloro che effettuano  lavori notturni, e sono probabilmente una delle cause 
dei sempre più numerosi disturbi del sonno (Hobson 1995). 
La scoperta dei ritmi circadiani e di alcune loro caratteristiche avvenne ad opera di J. Aschoff e 
R. Wever, due  ricercatori presso il Max‐Planck institute di Monaco (Aschoff 1965). Essi crearono 
un bunker  che  fosse  completamente  isolato dal  resto del mondo  (e dai  suoi  zeitgebers) e  vi 
rinchiusero  alcuni  volontari;    ciò  che  osservarono  fu  un  leggero  allungamento  della  giornata 
soggettiva dei volontari da 24 ad oltre 25 ore, ma, a parte questa  leggere differenza oraria,  il 
ciclo sonno veglia (ed anche altri cicli, come quello della temperatura) si mantenne costante in 
oltre un mese di sperimentazione. Una volta reintrodotta la luce del giorno nel bunker,  il ciclo 
sonno/veglia si riportò, nel giro di 2 giorni, al ciclo di 24 ore al quale siamo abituati (Aschoff and 
Wever 1976). 
I  sistemi  di  controllo  del  ciclo  circadiano  sono  altamente  conservati  da  un  punto  di  vista 
filogenetico  (Allada,  Emery  et  al.  2001;  Reppert  and  Weaver  2001)  e  vari  studi  ne  hanno 
identificato i nuclei cerebrali di origine ed i meccanismi molecolari che ne stanno alla base. 
Il meccanismo molecolare  alla base del  controllo  circadiano  è presente  in  tutti  i  neuroni del 
nucleo soprachiasmatico (un nucleo  ipotalamico che si trova  in prossimità del chiasma ottico); 
queste cellule nervose, persino se  isolate, mantengono  in attività questo meccanismo  (Welsh, 
Logothetis et al. 1995).  Il nucleo soprachiasmatico viene  identificato come  il nucleo principale 
che controlla, a sua volta, molti altri nuclei implicati nel controllo di numerosi sistemi posti sotto 
un controllo circadiano: esperimenti condotti nel criceto hanno mostrato come la sostituzione di 
tale nucleo da animali sani ad animali con alterazioni dei ritmi circadiani porti alla remissione dei 
disturbi, mentre il risultato opposto è stato ottenuto trapiantando il nucleo soprachiasmatico da 
animali malati a sani (Ralph, Foster et al. 1990). 
Un ulteriore  indizio dell’importanza di questo centro è data dal  fatto che  riceva afferenze dal 
tratto  retinoipotalamico,  che  porta  informazioni  sulla  luminosità  dell’ambiente  direttamente 
dalla  retina  all’ipotalamo.  Questa  stretta  connessione  è  uno  dei  motivi  che  spiegano  le 
importanti interazioni della luce ambientale con i ritmi circadiani. 
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Il meccanismo molecolare alla base del  funzionamento di questo  sistema è  stato  studiato nel 
dettaglio ed è, oggi, ben descritto; esso si basa sulla regolazione a feedback dell’espressione  di 
alcuni geni base (la famiglia Per, la famiglia Cry, ed i geni clock e bmal1). In breve, all’inizio del 
giorno  soggettivo  i  complessi  eterodimerici  formati  dalle  proteine  clock:bmal1,  accumulatesi 
nella notte precedente,  inducono un’ aumentata trascrizione dei geni Per e Cry, che raggiunge 
un  picco    massimo  all’inizio  della  notte  soggettiva.  Tramite  un  meccanismo  a  feedback,  i  
complessi proteici contenenti Cry inibiscono a  loro volta l’espressione di clock e bmal e, quindi 
,come  risultato ultimo,  rallentano  la  trascrizione degli  stessi Per e Cry;    la diminuizione di  tali 
prodotti  genici,   durante  la notte  soggettiva,  libera mano  a mano  clock:bmal1 dall’inibizione. 
All’inizio  del  giorno  soggettivo  seguente  si  è  ripristinata  la  situazione  di  partenza  (elevato 
numero di etero dimeri clock:bmal1) che stimola quindi la trascrizione di Per e Cry (Pace‐Schott 
and Hobson 2002). 
Il ciclo circadiano non basta però a spiegare  i meccanismi dell’addormentamento, basta  infatti 
pensare al caso in cui, dopo una notte insonne, si vada a letto al mattino. 
Per  dare  una  spiegazione  più  completa  del  processo  di  addormentamento  Borbély  ed 
Achermann proposero quindi il modello dei due processi (two‐process model). L’idea di questo 
modello parte dai  lavori di Webb e Feinberg degli anni  ’70  (Webb and Agnew 1971; Feinberg 
1974) che mostrarono che  tanto più una veglia è prolungata,  tanto maggiore è  la quantità di 
banda  delta  nel  sonno  che  segue  quella  veglia.  Tramite  la  valutazione  della  propensione  al 
sonno,  che  viene  effettuata  con  un  semplice  test  di  addormentamento  (un  soggetto  viene 
posto, sdraiato, in una stanza buia e viene calcolato il tempo necessario all’addormentamento)è 
possibile valutare la somma delle pressioni al sonno dei due processi. 
Questo modello  (Borbely  1982)  ipotizza  che  la  tendenza  all’addormentamento  dipenda  da  2 
differenti processi che interagiscono tra loro, uno di natura circadiana (il processo C) ed uno di 
natura omeostatica  (il processo S).   Secondo  tale modello  il processo C risulta esclusivamente 
dal ciclo circadiano e, quindi, per  l’uomo,  induce  la massima pressione verso  il sonno alla sera 
mentre al mattino  la pressione è minima.  Il processo S,  invece, con un meccanismo ancora da 
chiarire, crea una pressione verso il sonno sempre maggiore a partire dal momento del risveglio 
fino al  successivo addormentamento. Con  il  sonno  lo  stimolo all’addormentamento dovuto al 
processo  S  diminuisce  progressivamente  fino  a  scomparire  nel  caso  di  un  sonno 
sufficientemente prolungato. Il modello matematico prevede che venga assegnato un punteggio 
arbitrario  indicante  la  propensione  al  sonno.  In  una  giornata  normale  questo  punteggio 
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raggiunge  il valore massimo alla sera, quando sia  il processo C che  il processo S raggiungono  il 
valore più alto. Viceversa, al risveglio dopo una notte di sonno entrambi i processi sono al valore 
più basso. Nel caso in cui un soggetto venga sottoposto ad una notte di deprivazione del sonno 
si assiste ad un aumento del punteggio dovuto al fatto che il processo S continua ad aumentare 
la sua pressione verso il sonno. Al mattino successivo, nonostante il processo C sia al valore più 
basso la pressione verso il sonno è elevata a causa del processo S, col procedere della giornata 
la  pressione  continua  ad  aumentare  sia  a  causa  del  processo  S  che  del  processo  C,  la  sera 
successiva  la pressione sarà molto elevata perché  il processo C raggiunge  il suo massimo ed  il 
processo S ha continuato ad incrementare il suo punteggio per tutta la giornata. 
 
Circuiti della veglia 
Sonno  e  veglia  sono  sottoposti  al  controllo  di  differenti  e  numerosi  nuclei  cerebrali,  alcuni 
deputati al controllo delle variazioni di stato ed altri al mantenimento di un determinato stato. 
Dall’  interazione tra questi numerosi circuiti esita  lo stato di veglia, sonno NREM o sonno REM 
nel quale ci troviamo in ogni dato momento della giornata. 
La promozione ed  il mantenimento della veglia coinvolge un gran numero di diversi nuclei che 
sfruttano  differenti  neurotrasmettitori:  glutammato,  noradrenalina,  dopamina,  orexina, 
istamina ed acetilcolina sono i principali. 
Come mostrato dagli studi di Moruzzi e Magoun la formazione reticolare gioca un ruolo cruciale 
nel  controllo del  ciclo  sonno/veglia:  in particolare, per quanto  riguarda  la veglia,  la parte più 
caudale  di  questa  struttura  (midollo  allungato  e  ponte)  risulta  particolarmente  attiva  nel 
mantenimento della postura e del tono muscolare mentre la parte più rostrale (parte del ponte 
e  mesencefalo)  è  coinvolta  nell’attivazione  corticale  (Jones  2005).  Esperimenti  di  lesione 
condotti nella parte più rostrale del tronco encefalico hanno mostrato  la comparsa di coma  in 
tutti  i  casi  (Lindsley,  Schreiner  et  al.  1950;  Steriade  and  McCarley  2005)  .  Viceversa  la 
stimolazione  elettrica  di  questa  regione  induce  l’attivazione  corticale.  Esperimenti  di 
elettrofisiologia hanno poi mostrato una correlazione tra  la frequenza di scarica dei neuroni  in 
tale area ed il livello di attivazione corticale (Steriade and McCarley 2005). 
I  neuroni  reticolari  proiettano  al  prosencefalo  tramite  2  vie  principali,  una  dorsale  ed  una 
ventrale (Steriade and McCarley 2005). La via dorsale parte dalla formazione reticolare ed ha la 
sua  prima  tappa  a  livello  talamico;  qui  gli  assoni  prendono  contatto  con  una  popolazione 
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neuronale  che  proietta  in  vaste  aree  della  corteccia;  questi  neuroni  talamici  mostrano 
un’elevata  attivazione  asincrona  durante  la  veglia  e  contribuiscono  quindi  alla  formazione 
dell’attività  corticale  tipica  della  veglia  (Fujiyama,  Furuta  et  al.  2001; Manns, Mainville  et  al. 
2001). 
La via ventrale proietta invece all’ipotalamo posteriore e, da qui, ancora alla corteccia. A livello 
ipotalamico questa via gioca anche un ruolo nei segni tipici dell’attivazione simpatica. Lesioni a 
questo livello, come nel caso del mesencefalo, esitano in coma, mentre la stimolazione di questa 
regione stimola la veglia e l’attivazione simpatica. 
Entrambe queste due vie maggiori sono costituite dagli assoni di neuroni glutammatergici, che 
sono la popolazione eccitatoria numericamente principale sia tra i neuroni talamici che tra quelli 
ipotalamici che tra quelli reticolari (Jones 1995).  
 
Noradrenalina 
La  noradrenalina  (NA)  è  contenuta  nei  neuroni  del  Locus  Coeruleus(LC),  situato  a  livello  del 
tronco encefalico. Questo nucleo riceve numerose afferenze dal midollo spinale, dal nucleo del 
fastigio del cervelletto, da aree ipotalamiche, preottiche, dall’amigdala e da numerosi altri nuclei 
tronco‐encefalici. A sua volta il LC invia afferenze a numerose aree sia del tronco encefalico che 
del prosencefalo che del midollo spinale. (Jones 1995) 
L’attività  dei  neuroni  del  LC  è massima  durante  la  veglia mentre  si  riduce  grandemente  nei 
periodi di sonno NREM e scompare nei periodi REM(McCarley and Hobson 1975; Aston‐Jones 
and  Bloom  1981).  Gli  assoni  dei  neuroni  noradrenegici  sono  dotati  di  varicosità  in  grado  di 
rilasciare  il neurotrasmettitore  lungo  il  loro percorso, grazie a questa particolare struttura  tali 
cellule  sono  particolarmente  efficaci  nello  stimolare  numerose  altre  cellule  per  volta. Questi 
neuroni  possono  svolgere  un  ruolo  eccitatorio  (nel  caso  in  cui  il  target  esprima  in  superficie 
recettori del  tipo α1, associati alla chiusura di canali al K
+ e, quindi, a depolarizzazione) od un 
ruolo  inibitorio (nel caso  la cellula target esprima recettori α2, associati all’apertura di canali al 
K+  e,  quindi,  ad  iperpolarizzazione)(Jones  2005).  In  tal  modo  il  LC  è  in  grado  di  attivare 
popolazioni  neuronali  coinvolte  nella  promozione  della  veglia  mentre  inibisce  attivamente 
popolazione adibite alla promozione del sonno.  I neuroni adrenergici vanno anche  incontro ad 
un meccanismo  di  auto‐inibizione,  essi  infatti  esprimono  in membrana  il  recettore  α2(Jones 
2005). La stimolazione elettrica del LC stimola lo stato di veglia, tuttavia lesioni a suo carico non 
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esitano  in una perdita od  in un decremento dell’attività corticale durante  la veglia, né  in una 
diminuzione della veglia stessa. Questo lascia pensare che il LC svolga un ruolo prevalentemente 
facilitatorio e non indispensabile nel controllo della veglia. 
 
Dopamina 
Neuroni dopaminergici sono contenuti nel tegmento mesencefalico ventrale e nella substantia 
nigra e proiettano ai gangli della base, allo  striato ed alla corteccia  frontale,  tramite  i  sistemi 
meso‐corticale e nigro‐striatale. Anche se questi nuclei sono noti principalmente per il loro ruolo 
a  livello  motorio  essi  sono  implicati  anche  nella  promozione  della  veglia  (Jones  2005). 
Esperimenti  di  lesione  di  questi  nuclei  esitano  in  una  riduzione  dei  tipici  comportamenti 
associati alla  veglia  (allerta, generazione  spontanea di movimenti).    Studi  recenti hanno però 
mostrato un ruolo più complesso per questi gruppi di neuroni. 
Esperimenti in animali knock‐out per il recettore D1 della dopamina hanno mostrato una ridotta 
allerta, mentre la somministrazione di agonisti della dopamina esita in un’aumento della veglia 
ed  in una  riduzione del  sonno  ad onde  lente e del  sonno REM  (Ongini, Caporali et  al. 1985; 
Monti,  Fernandez et  al. 1990; Monti  and  Jantos 2008)  . D’altro  canto  la  somministrazione di 
antagonisti per  il recettore D1 porta ad una  incremento del sonno ad onde  lente e REM ed ad 
una riduzione della veglia (Ongini, Caporali et al. 1985; Monti, Fernandez et al. 1990; Trampus 
and Ongini 1990). 
I  recettori  D2  sembrano  invece  avere  un  meccanismo  d’azione  dose  dipendente.  La 
somministrazione di basse dosi di agonista comporta un incremento del sonno NREM e REM ed 
una riduzione della veglia. Viceversa, ad alte dosi, di ha un effetto opposto (Bagetta, De Sarro et 
al. 1988; Monti and Jantos 2008). 
 A  livello clinico pazienti con morbo di Parkinson, accanto ai classici sintomi motori, mostrano 
difficoltà  nell’iniziare  un  movimento  e  cali  di  allerta.  Analisi  elettrofisiologiche  hanno  poi 
mostrato  come  i  neuroni  dopaminergici  siano molto  attivi  durante  la  veglia mentre  la  loro 
attività sia ridotta in sonno NREM. A differenza del LC questi neuroni sono attivi anche durante il 
sonno REM (Mirenowicz and Schultz 1996; Maloney, Mainville et al. 2002). 
Il  ruolo  della  dopamina  risulta  quindi  abbastanza  complesso  e  non  del  tutto  chiaro.  E’  stato 
anche proposto che questi neuroni svolgano un ruolo nel mantenimento dell’atonia durante  il 
sonno  REM.  Questo  avverrebbe  tramite  un  sistema  multisinaptico  che  raggiunge  il  tronco 
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encefalico passando per  l’area mesencefalica extraspinale ed  il nucleo peduncolo pontino (Rye 
2004). 
 
Serotonina 
La  serotonina  (5‐HT)  è  prodotta  da  una  popolazione  abbastanza  ristretta  di  neuroni  siti  nel 
tronco  encefalico,  a  livello  dei  nuclei  del Raphe  (Jacobs  and Azmitia  1992).  Le  proiezioni  dei 
nuclei del Raphe possono essere divise in 2 grossi rami, uno che si dirige caudalmente al midollo 
spinale ed uno che si dirige rostralmente. Il fascio di fibre diretto al midollo spinale svolge 2 ruoli 
principali: 1) è coinvolto nella modulazione del dolore e 2) determina un’attivazione di fondo dei 
meccanismi alla base della motricità.  Il  fascio  rostrale è diretto  in numerosissimi  siti posti un 
po’in  tutto  il  SNC  dove  svolge  svariati  ruoli  (ad  esempio  nella  termoregolazione  e  nella 
modulazione dell’umore) (Jacobs and Fornal 1999). 
Nonostante oggi la 5‐HT sia ritenuta una molecola legata alla veglia essa venne proposta  negli 
anni ’50 come molecola del sonno.  
Esperimenti di lesione a livello dei nuclei del Raphe ed esperimenti farmacologici con molecole 
in grado di ridurre la 5‐HT(somministrazione sistemica di PCPA, un antagonista della triptofano‐
idrossilasi,un  enzima  fondamentale  nella  sintesi  della  serotonina)  esitarono  in  periodi  di 
prolungata  insonnia  (oltre 10  giorni) nell’animale da esperimento.  Sulla  scorta di  tali  risultati 
questa monoamina  venne  presentata  come  la molecola  del  sonno  (Delorme,  Froment  et  al. 
1966; Jouvet 1967; Koella, Feldstein et al. 1968; Ursin 1972; Portas, Bjorvatn et al. 2000). 
Tuttavia a partire dagli anni  ’70 numerosi altri esperimenti confutarono  tale  ipotesi. L’attività 
elettrica dei neuroni serotoninergici del Raphe è massima in veglia, si riduce in NREM e diviene 
pressoché nulla in REM (McGinty and Harper 1976; Trulson and Jacobs 1979; Cespuglio, Faradji 
et al. 1981). Esperimenti di voltammetria, su un metabolita della serotonina  (l’acido 5‐idrossi‐
indolacetico)(Imeri, De Simoni et al. 1994), e di microdialisi, sulla serotonina (Lydic 1987; Jacobs 
and Fornal 1999), hanno mostrato come  il rilascio della 5‐HT sia massimo  in veglia e ridotto  in 
sonno Sulla base di questi dati, per quanto oggi si ritenga la 5‐HT una molecola legata alla veglia 
essa è ritenuta importante anche per la promozione del sonno, si pensa infatti che afferenze dei 
neuroni  del  nucleo  del  Raphe  all’area  preottica  possano  andare  a  stimolare  l’avvio  di  una 
cascata  (a  tutt’oggi  sconosciuta)  di  eventi  molecolari  che  abbia  come  target  ultimo  la 
promozione del sonno ad onde lente (Portas, Bjorvatn et al. 2000). 
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Istamina 
A  livello  del  SNC  l’istamina  è  rilasciata  da  neuroni  localizzati  nel  nucleo  tubero‐mamillare 
(Brown, Stevens et al. 2001; Saper, Chou et al. 2001). Essi, analogamente ai neuroni adrenergici, 
hanno alta frequenza di scarica in veglia mentre la frequenza cala in NREM e scompare in REM 
(Sakai 1990).  Inoltre antagonisti dei  recettori per  l’istamina  (largamente usati nel  trattamento 
delle  allergie)  provocano  sonnolenza  (Buysse  2005).  Tuttavia,  lesioni  del  nucleo  tubero‐
mamillare  non  esitano  in  una  diminuzione  del  tempo  complessivo  trascorso  in  veglia,  pur 
causando  una  riduzione  dell’allerta  ed  un  aumento  della  sonnolenza  (92).  Questo  ha  fatto 
pensare che queste cellule non giochino un ruolo cruciale nella normale omeostasi del sonno. I 
neuroni istaminergici hanno proiezioni molto vaste dirette in tutto l’encefalo. 
 
Acetilcolina 
Neuroni  colinergici  implicati  nella  regolazione  del  ciclo  sonno/veglia  sono  stati  trovati  nel 
tegmento  pontomesencefalico  a  livello  del  nucleo  latero‐dorsale  (LDT)  e  del  tegmento 
peduncolo‐pontino (PPT) (Rye, Saper et al. 1987; Hallanger and Wainer 1988) e nel prosencefalo 
basale  (McCarley  2007).  Le  proiezioni  dei  nuclei  PPT/LDT,  insieme  a  quelle  di  quelli  della 
formazione  reticolare,  sono  dirette  al  talamo  dove  forniscono  impulsi  eccitatori  ai  neuroni 
glutammatergici  del  sistema  talamo‐corticale  (Herkenham  1980; Berendse  and Groenewegen 
1990). L’attivazione talamica promossa dai neuroni colinergici coinvolge, sulle cellule target, sia i 
recettori nicotinici che quelli muscarinici (Jones 2005). LDT e PPT proiettano anche all’ipotalamo 
posteriore  (insieme  ai  neuroni  della  formazione  reticolare,  nella  via  ventrale  extratalamica), 
inoltre prendono contatto con la stessa formazione reticolare. I neuroni colinergici di LDT e PPT 
scaricano rapidamente durante la veglia, riducono la loro attività in sonno NREM e la riprendono 
durante le fasi di sonno REM (Espana and Scammell 2004). Analisi dei livelli di espressione di c‐
Fos (in grado di stabilire il livello di attivazione delle cellule neurali) mostrano come i livelli siano 
alti in veglia ed in periodi di REM seguenti ad un periodo  di deprivazione di sonno REM. Inoltre 
la somministrazione di un agonista dell’acetilcolina (quale il carbacolo) porta ad un aumento di 
attività  corticale  ed  inibizione motoria,  caratteristiche,  queste,  tipiche  del  sonno  REM  (Jones 
2004). Ulteriori  analisi  hanno mostrato  come  in  questi  nuclei  vi  siano  2  diverse  popolazioni 
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cellulari, una di neuroni rem‐on, attivi nei periodi di sonno REM e silenti in veglia ed un’altra di 
cellule wake‐rem‐on, attive sia in veglia che in sonno REM. Questi dati mostrano come l’attività 
colinergica sia associata ad un’aumentata attività cerebrale, che è una caratteristica tipica della 
veglia, ma non,  in sé e per sé, alla veglia  in tutti  i suoi aspetti (attività corticale ed attivazione 
motoria), essi svolgono  infatti un ruolo fondamentale nella genesi del sonno REM, come verrà 
illustrato più avanti.  
Il  prosencefalo  basale  contiene  vari  nuclei  colinergici  attivi  nei  processi  di  stimolazione 
dell’attivita’ corticale, sia in veglia che in sonno REM (McCarley 2007). La stimolazione elettrica 
di neuroni del nucleo basale magno cellulare porta al  rilascio di acetilcolina a  livello corticale 
(Rasmusson, Clow et al. 1992), processo coinvolto nell’attivazione della corteccia stessa. Lesioni 
della  substantia  innominata esitano  in un  ridotto  rilascio di acetilcolina a  livello  corticale,  cui 
segue un aumentto dell’attivita’ sincrona sia in veglia (Buzsaki, Bickford et al. 1988)che in sonno 
REM (Szymusiak 1995). 
Questi nuclei  sono  ritenuti  importanti nella  regolazione del  sistema  limbico e nell’attivazione 
corticale (Szymusiak 1995). 
 
Orexina 
L’orexina  (orx) è un peptide di piccole dimensioni presente nell’ipotalamo posteriore, un’area 
del  cervello  riconosciuta  come  importante  nel  controllo  della  veglia  già  da molti  anni  (Von 
Economo 1930).  La  scoperta di questo  sistema è, però, molto  recente. Nel 1998 due distinti 
gruppi  descrissero  questo  peptide,  uno  di  essi  lo  associò  ai  meccanismi  di  regolazione 
dell’appetito  (Sakurai,  Amemiya  et  al.  1998) mentre  l’altro  lo  associò  alla  sua  attività 
neuroeccitatoria  (de  Lecea,  Kilduff  et  al.  1998).  I  neuroni  orexinergici  ricevono  afferenze 
provenienti da diversi nuclei della  formazione reticolare, tra cui  il Locus Coeruleus, e vengono 
eccitati  dal  rilascio  di  noradrenalina  (93).  Studi  elettrofisiologici  hanno  mostrato  che  questi 
neuroni  sono  attivi  durante  il  periodo  di  veglia,  riducono  l’attività  in  NREM  e  si  spengono 
completamente in REM (Lee, Hassani et al. 2005). Grazie alle sue diffuse proiezioni alla corteccia 
cerebrale,  al  talamo,  ed  ai  numerosi  nuclei  attivi  in  veglia  del  tronco  encefalico,  i  neuroni 
orexinergici sono ritenuti coinvolti nella promozione e nel mantenimento della veglia (Jones and 
Muhlethaler 2005). A conferma di ciò vi sono numerose altre evidenze: è stata descritta, tramite 
l’analisi  di  cFOS,  l’attivazione  di  questi  neuroni  in  veglia  (Estabrooke, McCarthy  et  al.  2001), 
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l’analisi della concentrazione extracellulare di orx ha mostrato un suo più elevato livello sempre 
in  condizioni  di  veglia (Yoshida, Fujiki et al. 2001),  infine  registrazioni  elettofisiologiche  hanno 
permesso di identificare numerosi neuroni attivi in veglia (Alam, Gong et al. 2002). Dall’altro lato 
questa popolazione neuronale non effettuano alcun tipo di  inibizione sui neuroni della regione 
preottica,  coinvolti  nella  promozione  del  sonno  (Jones  and Muhlethaler  2005).  Lo  studio  del 
sistema  orexinergico  ha  tratto  molti  vantaggi  dall’analisi  di  soggetti  (e  modelli  animali) 
narcolettici. In essi l’orexina è assente a causa di lesioni a livello dell’ipotalamo posteriore e da 
questo  consegue  un’instabilità  del  sistema  sonno/veglia  e  frequenti  passaggi  dalla  veglia  al 
sonno REM, con associati fenomeni cataplettici. 
Circuiti del sonno 
Come detto precedentemente, già studi in pazienti ed esperimenti di lesione risalenti alla prima 
metà  del  secolo  scorso,  avevano  dimostrato  l’importanza  dell’ipotalamo  anteriore  e  del 
prosencefalo basale nei meccanismi di promozione del sonno. 
I circuiti coinvolti nella promozione e nel mantenimento del sonno sono, sostanzialmente, quelli 
gabaergici. 
Neuroni che rilasciano GABA sono interspersi in tutti i nuclei attivi nella veglia e, a questo livello, 
hanno  un’azione  inibitoria  sui  neuroni  delle  altre  classi  (colinergici,  noradrenegici  eccetera) 
contribuendo quindi alla regolazione dei nuclei stessi (McGinty and Szymusiak 2000). 
Altri  gruppi  di  neuroni  GABAergici  sono  invece  organizzati  in  nuclei.  In  particolare,  in  anni 
relativamente recenti è stato evidenziato  il ruolo della regione preottica‐ventrolaterale (VLPO) 
(McGinty and Szymusiak 2000; Saper, Chou et al. 2001). Questa regione presenta (all’analisi con 
c‐fos) un livello di attivazione più elevato in sonno NREM che in veglia (Sherin, Shiromani et al. 
1996).  Studi  elettrofisiologici  hanno  inoltre  mostrato  come  questi  neuroni  abbiano  alta 
frequenza  di  scarica  durante  il  sonno  e,  in  particolare,  aumentino  la  loro  attività  con 
l’approfondirsi del sonno stesso (Szymusiak, Alam et al. 1998). Inoltre esperimenti di lesione del 
VLPO hanno mostrato come  i danni a questa regione causino una riduzione dell’ammontare di 
sonno  (Lu, Greco et  al. 2000). Altri  studi hanno mostrato  come  le proiezioni  che partono da 
questo nucleo siano dirette a tutti  i nuclei che promuovono  la veglia e come  la  loro azione su 
questi ultimi sia di tipo inibitorio (Saper, Chou et al. 2001). 
Ulteriori analisi hanno poi permesso di disegnare lo schema dei circuiti che coinvolgono il VLPO. 
I neuroni GABAergici qui presenti inviano afferenze ai neuroni adrenergici del Locus Coeruleus, 
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ai neuroni serotoninergici del Raphe ed ai neuroni colinergici di LDT e PPT; a questi  livelli essi 
svolgono un’azione inibitoria, andando, perciò, a spegnere i circuiti che promuovono la veglia ed 
inducendo,  di  conseguenza,  il  sonno.  A  loro  volta  i  neuroni  colinergici,  adrenergici  e 
serotoninergici  inviano afferenze al VLPO dove prendono  contatto con una  sotto‐popolazione 
GABAergica che ha, a sua volta, un’azione inibitoria sulla popolazione GABAergica principale del 
VLPO (quella, cioè, che va ad  inibire  i circuiti della veglia).  In tal modo si  instaura un controllo 
reciproco dei sistemi di promozione della veglia e del sonno che permette una certa stabilità del 
sistema. Durante la veglia, infatti, i nuclei che promuovono questo stato inibiscono l’attivazione 
del VLPO e quindi la loro stessa inattivazione. 
 
Adenosina. 
Proprio  per  la  stabilità  dei meccanismi  della  veglia  elencati  nel  precedente  paragrafo  risulta 
fondamentale la comprensione del sistema che permette il passaggio dalla fase di veglia a quella 
di sonno. Numerosi indizi lasciano pensare che l’adenosina giochi un ruolo cruciale nella fase di 
addormentamento. Antagonisti dei recettori per  l’adenosina, come  la caffeina, promuovono  la 
veglia  (Fredholm,  Battig  et  al.  1999).  Il  nucleoside  ha  inoltre    un  effetto  iperpolarizzante  sul 
potenziale di membrana di numerose cellule eccitabili, dal muscolo  liscio ai neuroni (McCarley 
2007). Esperimenti di microiniezione di adenosina nel gatto (Feldberg 1958) e nel cane (Haulica, 
Ababei et al. 1973) hanno mostrato un’attività ipnogena di questa molecola. 
Sulla base di questi e numerosi altri  lavori è stato proposto che  l’accumulo di questa molecola 
descritto a livello del prosencefalo basale (Rainnie, Grunze et al. 1994) e del nucleo tegmentale 
latero‐dorsale  (LDT)  (Arrigoni,  Chamberlin  et  al.  2003)  abbia  un  effetto  di  tipo  inibitorio  su 
diverse popolazione neuronali attive in veglia. 
L’effetto principale  sarebbe di  tipo post‐sinaptico,  iperpolarizzando neuroni attivi  in veglia ed 
impedendo  loro  il rilascio di neurotrasmettitori necessari a mantenere  l’attivazione corticale e 
periferica  (Basheer, Strecker et al. 2004). A  livello   dell’LDT è stato descritto anche un effetto 
presinaptico (Arrigoni, Rainnie et al. 2001). 
 In tal modo l’adenosina promuoverebbe il passaggio dalla veglia al sonno NREM per inibizione 
dei centri di promozione della veglia(Basheer, Strecker et al. 2004).  
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Sonno REM.  
Numerose evidenze sperimentali  indicano un  importante ruolo del nuclei colinergici LDT e PPT 
nella  generazione  del  sonno  REM.  Questi  nuclei  proiettano  al  talamo  ed  alla  formazione 
reticolare  pontina,  a  questo  livello  prendono  contatto  con  vari  gruppi  di  neuroni 
glutammatergici, questi da un  lato proiettano a  loro volta al LDT/PPT dove svolgono un’azione 
eccitatoria  sui  neuroni  colinergici,  rinforzando  così  il  circuito.  Dall’altro  lato  i  neuroni 
glutammatergici sono  responsabili della generazione dei  fenomeni  tipici del sonno REM  (dalle 
onde PGO ai movimenti oculari rapidi). 
Come è stato detto in precedenza i neuroni colinergici di questi nuclei possono essere suddivisi 
in  2  diverse  sottopopolazioni:  cellule  REM‐on  e  cellule  wake‐REM‐on;  le  prime  proiettano 
principalmente  lungo  la via diretta alla  formazione  reticolare,  le  seconde al  talamo  (McCarley 
2007). I neuroni glutammatergici talamici presentano 2 comportamenti completamente diversi 
a seconda che vi sia, o meno, il rilascio di acetilcolina (Ach). In veglia ed in sonno REM le cellule 
wake‐REM‐on dell’LDT/PPT scaricano  frequentemente depolarizzando  i neuroni talamici,  in tal 
modo questi ultimi si mantengono  intorno alla soglia di attivazione e, quando ricevono  impulsi 
da fibre afferenti che li contattano scaricano; in tal modo le informazioni possono raggiungere la 
corteccia. Viceversa  in  sonno NREM  il  rilascio di ACh è grandemente  ridotto quindi  i neuroni 
talamici,  non  più  stimolati,  si  trovano  lontani  dal  loro  potenziale  di  “soglia”.  A  potenziali 
iperpolarizzanti  in queste cellule  si assiste all’apertura di canali al calcio voltaggio dipendenti, 
questi causano una  lenta depolarizzazione che porta  le cellule al potenziale di attivazione dei 
canali al Na+, a questo punto si ha  la scarica di una serie di potenziali, a  formare un burst. La 
depolarizzazione  raggiunta  permette  la  chiusura  dei  canali  al  Ca++  e  l’apertura  di  canali  al 
K+causando la conseguente ripolarizzazione ed il riprendere del ciclo (Rechtschaffen and Siegel 
2000). Questa modalità di attivazione dei neuroni  talamici blocca  il passaggio di  informazione 
dalle  vie  afferenti  alla  corteccia  in  quanto  i  potenziali  eccitatori  periferici  non  sono 
sufficientemente  potenti  da  causare  la  scarica  dei  neuroni  talamici.  Questa  modalità  di 
funzionamento ciclica è anche ritenuto uno dei meccanismi che genera la sincronizzazione EEG 
rilevabile nel sonno NREM.  
I neuroni REM‐on, viceversa, proiettano alla formazione reticolare pontina. Questi neuroni sono 
coinvolti nella regolazione dell’alternanza tra fasi NREM e REM. Secondo il modello proposto da 
Hobson e McCarley  (e successive precisazioni)  in veglia si ha  l’attivazione dei numerosi nuclei 
visti  precedentemente  (LC,  Raphe)  che  proiettano  collaterali  al  LDT/PPT  dove  svolgono 
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un’azione inibitoria, questi neuroni hanno però un feedback negativo su essi stessi e perciò, col 
tempo, riducono la loro attività. La ridotta attivazione dei neuroni REM‐off libera i neuroni REM‐
on dall’inibizione permettendo l’inizio della fase di sonno REM (McCarley 2007).  
I neuroni REM‐on  inviano a  loro volta collaterali eccitatori ai neuroni REM‐off, quando questi 
ultimi  raggiungono  la  soglia  di  attivazione  si  ha  il  termine  dell’episodio  REM  per  inibizione 
dell’LDT/PPT. 
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La proteina prionica 
Proteina prionica: struttura e localizzazione 
La  proteina  prionica  (PrP)  è  una  glicoproteina  localizzata  principalmente  sulla membrana  di 
neuroni  (Manson  et  al.;Moser  et  al.) ma  trovata  anche  nelle  cellule  astrocitarie  (Bendheim, 
Brown  et  al.  1992;  Ford,  Burton  et  al.  2002)  ed  in  numerose  popolazioni  cellulari  differenti 
presenti  in  svariati  organi  e  tessuti.  Tra  questi  il  tessuto  linfonodale,  il  cuore,  il  rene  ed  il 
polmone    (Horiuchi,  Yamazaki  et  al.  1995). Nell’uomo  questa  proteina  è  codificata  dal  gene 
PRNP localizzato sul braccio corto del cromosoma 20 (20pter‐p12) e costituito da 2 esoni di cui 
solo uno codificante (Puckett, Concannon et al. 1991). La proteina neo‐sintetizzata è costituita 
da 253 aminoacidi e contiene una sequenza di 22 amminoacidi di indirizzamento per il reticolo 
endoplasmatico rugoso(Kretzschmar and Parchi 2007). In questo compartimento subcellulare la 
proteina  prionica  subisce  sia  l’aggiunta  di  catene  di  oligosaccaridi  che  altre  modificazioni 
strutturali (Prusiner 1991). 
Dopo  le  trasformazioni  che  subisce nel  reticolo,  la PrP  transita per  l’apparato del Golgi, dove 
subisce modificazioni a livello di alcuni oligosaccaridi e l’aggiunta di acido sialico (Bolton, Meyer 
et al. 1985; Endo, Groth et al. 1989). Attraverso la via delle vescicole di secrezione, la PrP viene 
infine trasportata alla membrana plasmatica(Prusiner 1991). 
 La  proteina,  una  volta  in membrana,  è  ancorata  tramite  un  ancora  a GPI  (glicosil‐fosfatidil‐
inositolo)  ed  espone,  sul  versante  extracellulare,  un  struttura  globulare,  costituita  da  3  alfa‐
eliche e 2 foglietti‐beta. All’interno di questa struttura sono contenuti:  un sito di legame per il 
rame, 2 siti di glicosilazione (a livello dei residui 181 e 197) ed un ponte disolfuro tra la seconda 
e la terza elica(Prusiner 2004). 
A  livello  cellulare  la  localizzazione  della  PrP  è  principalmente  a  livello  della  membrana 
plasmatica, in particolare nei cosiddetti micro domini a zattera, cioè zone della membrana dalla 
funzione specializzata. Tuttavia la proteina può andare rapidamente incontro ad un processo di 
endocitosi in seguito ad esposizione a rame (Harris 2004). 
Sebbene la forma ancorata alla membrana sia la più comune, sono state descritte anche varianti 
che attraversano completamente la membrana (forme trans‐membrana) ed altre non ancorate 
(forme citoplasmatiche) (Hegde, Mastrianni et al. 1998; Ma, Wollmann et al. 2002). 
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Proteina prionica: funzioni fisiologiche 
Il compito della PrP non è ancora chiaro, anche se alcune evidenze mostrano un suo ruolo nella 
differenziazione  cellulare  e  nel  mantenimento  della  funzione  neurale(Clinton,  Forsyth  et  al. 
1993; Landolt, Glatzel et al. 2006). 
Lo  studio  della  funzione  della  PrP  è  stato  condotto  principalmente  tramite  l’uso  di  animali 
Knock‐Out  (KO,  incapaci  di  esprimere  la  proteina),  prodotti  mediante  la  tecnica  della 
ricombinazione omologa  (Bueler, Aguzzi et al. 1993; Manson, Clarke et al. 1994). Le analisi di 
questi  animali  non  hanno mostrato  né  una  riduzione  nella  lunghezza  della  vita  né  evidenti 
anomalie comportamentali. 
In  seguito  a  studi  elettrofisiologici  sulla  funzionalità  dell’ippocampo,  Collinge  descrisse  una 
ridotta inibizione‐rapida del recettore GABAa  nell’ippocampo ed una inibizione del meccanismo 
di potenziamento a lungo termine dell’attività sinaptica. Su queste basi è stato proposto che la 
PrP svolga un ruolo necessario per la corretta funzionalità sinaptica (Collinge, Whittington et al. 
1994). Numerosi  altri  lavori  di  elettrofisiologia  sono  stati  svolti  su  animali  KO;  alcuni  hanno 
confermato  le  scoperte  di  Collinge  (Manson,  Hope  et  al.  1995)  mentre  altri  le  hanno 
contraddette (Lledo, Tremblay et al. 1996). Ad oggi non esiste una risposta definitiva su questo 
punto. 
Oltre  ai  lavori  sopra  citati  vi  sono,  però,  altre  evidenze  di  un’attività  a  livello  sinaptico  della 
proteina  prionica.  In  particolare  e’  stato  dimostrato  come  topi  KO  per  la  PrP  siano 
estremamente più suscettibili ad episodi epilettici indotti da farmaci (Walz, Amaral et al. 1999). 
Ancora,  in  studi  di  elettrofisiologia  animali  che  sovra‐esprimono  la  variante  normale  della 
proteina  prionica  hanno  mostrato  un  potenziamento  dell’attività  glutammatergica  a  livello 
ippocampale  (Carleton,  Tremblay  et  al.  2001).  Questo  effetto,  che  ben  si  accorda  con  le 
descrizioni di Collinge, è stato spiegato con un aumento nel reclutamento di fibre presinaptiche 
a livello delle giunzioni (Carleton, Tremblay et al. 2001). 
Inoltre,  la  capacità della proteina prionica di  legare numerose altre molecole di membrana o 
della matrice extra‐cellulare, è stata  indicata per proporre un suo  ruolo a  livello dell’adesione 
inter‐cellulare o dello sviluppo assonale  (Caughey and Baron 2006). A conferma di ciò è stata 
descritta un’aumentata crescita dendritica ed assonale in neuroni ippocampali incubati con PrP 
ricombinante (Kanaani, Prusiner et al. 2005). 
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In  conclusione,  quindi,  la  proteina  prionica  potrebbe  svolgere  numerosi  compiti  nel  sistema 
nervoso centrale, sia a  livello elettrofisiologico  (trasmissione sinaptica) che a  livello strutturale 
(crescita dendritica ed assonale e promozione della formazione di nuove sinapsi). 
Molte sono anche le funzioni proposte per la PrP al di fuori del sistema nervoso centrale. 
Studi  hanno  evidenziato  il  ruolo  di  questa  proteina  nei  processi  di  rimodellamento  tissutale, 
oltre che durante  lo sviluppo anche a seguito di  infezioni  (de Almeida, Chiarini et al. 2005). Vi 
sono,  infatti,  dati  che mostrano  come  la  PrP moduli  negativamente  l’attività  fagocitaria  dei 
macrofagi. 
Ulteriori  analisi  condotte  in  topi  KO  per  la  PrP  hanno  evidenziato  alterazioni  a  livello 
dell’apprendimento spaziale (Criado, Sanchez‐Alavez et al. 2005), del danno ossidativo (Shyu, Lin 
et al. 2005), della differenziazione delle cellule staminali neuronali (Steele, Emsley et al. 2006). 
Tutte  le alterazioni descritte,  tuttavia, causano alterazioni  lievi e non portano a gravi danni a 
livello neurologico. 
È  nota  da  tempo  la  presenza  di  importanti  alterazioni  del  sonno  in  pazienti  affetti  da  varie 
malattie causate da mutazioni della proteina prionica, dall’insonnia fatale familiare al morbo di 
Creutzfeldt‐Jakob. Per questi motivi, quando furono disponibili modelli murini KO per la PrP essi 
vennero immediatamente analizzati anche da un punto di vista polisonnografico. 
Cronologicamente, infatti, le alterazioni a livello dei meccanismi di regolazione del sonno furono 
la  prima  caratteristica  descritta  nei modelli murini  KO  per  la  PrP  (Tobler,  Gaus  et  al.  1996) 
(Steele, Lindquist et al. 2007). Gli studi condotti hanno mostrato un allungamento del periodo 
circadiano nei topi KO rispetto a topi wild type  in condizioni di oscurità costante, che, a causa 
dell’assenza del segnatempo  (o zeitgeber)  legato all’alternarsi di  luce e buio, rende gli animali 
free running. In queste condizioni, mentre nei topi wild type la giornata soggettiva risulta di circa 
23.3 ore nei topi KO essa si mantiene costante, intorno alle 24 ore. Tali differenze, tuttavia, non 
emergono nelle normali condizioni di alternanza di luce e buio (Tobler, Gaus et al. 1996). 
Ulteriori  studi  hanno  mostrato  alterazioni  anche  a  livello  della  frammentazione  del  sonno. 
Animali  KO  per  la  PrP  presentano  un  numero  significativamente  maggiore  di  brevi  risvegli 
(episodi di veglia  che non durano, al massimo, oltre 16  secondi) durante gli episodi di  sonno 
NREM rispetto agli animali wild type. Tale differenza si mantiene sia nella fase di luce che nella 
fase di buio  (Tobler, Deboer et  al. 1997).  Sono  state descritte  leggere differenze anche nella 
comparazione degli  spettri di potenza  tra animali wild  type ed animali  che non esprimono  la 
proteina prionica. In particolare i topi KO hanno mostrato un più rapido incremento dell’attività  
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ad onde lente durante il primo minuto di sonno NREM a partire dall’addormentamento (Tobler, 
Deboer et al. 1997). 
La mancanza di un  fenotipo particolarmente evidente  in animali KO per  la PrP, accompagnata 
alle numerosi alterazioni descritte fa sì che le funzioni della proteina prionica siano, a tutt’oggi, 
ancora ampiamente dibattute. 
 
Malattie prioniche. 
Le  malattie  da  prioni,  conosciute  anche  come  encefalopatie  spongiformi  od  encefalopatie 
trasmissibili, sono quell’insieme di patologie causate dalle alterazioni della proteina prionica. 
Queste patologie sono presenti non solo nell’uomo (in cui sono malattie rare) ma anche in altri 
animali,  quali  le  pecore  (Scrapie)  od  i  bovini  (encefalopatia  spongiforme  bovina,  BSE  od,  in 
inglese,  bovine  spongiform  encephalopathy).Esse  si  presentano  sottoforma  di  malattie 
neurodegenerative trasmissibili, sia all’interno della stessa specie che fra specie diverse (Gibbs, 
Harrison et al. 1966; Gibbs, Gajdusek et al. 1968; Gajdusek 1977; Masters, Gajdusek et al. 1981). 
Fino  al  1982  la  causa  di malattie  come  il morbo  di  Creutzfeldt‐Jakob  (CJD),  l’insonnia  fatale 
familiare (FFI) o la sindrome di Gerstmann‐Straussler‐ Scheinker (GSS) era ignota. In quell’anno 
S.  Prusiner  propose  che  la  causa  fosse  una  forma mutata  della  proteina  prionica  (Prusiner, 
Bolton et al. 1982). Questa teoria risultava, per certi versi, rivoluzionaria. Per  la prima volta si 
proponeva che una malattia  infettiva si propagasse senza basarsi su del materiale genetico. La 
proposta  di  Prusiner  ricevette  moltissime  critiche  ma,  col  tempo,  anche  diverse  conferme 
(Bolton, McKinley et al. 1982; Diener, McKinley et al. 1982; Prusiner 1982; McKinley, Masiarz et 
al. 1983; Oesch, Westaway et al. 1985; Basler, Oesch et al. 1986; Bellinger‐Kawahara, Cleaver et 
al. 1987; Gabizon, McKinley et al. 1988). 
Attualmente  i  meccanismi  patogenetici  delle  malattie  da  prioni  non  sono  noti  nella  loro 
interezza; vi  sono,  tuttavia, alcune  interessanti  teorie. Accanto alla normale proteina prionica 
(detta  PrPC)  i  soggetti  malati  presentano  un’altra  forma,  detta  PrPSC.  Esperimenti  hanno 
mostrato come la conversione da PrPC a PrPSC sia un evento post‐traduzionale (Borchelt, Scott et 
al. 1990). Entrambe le forme raggiungono l’apparato di Golgi; da qui la forma normale prosegue 
il  cammino  tramite  le  vescicole  di  secrezione  fino  alla  membrana  esterna,  alla  quale  resta 
ancorata (Stahl, Borchelt et al. 1987; Safar, Ceroni et al. 1990; Stahl, Baldwin et al. 1990; Stahl, 
Borchelt et al. 1990). La forma mutata,  invece, si accumula  in vescicole all’interno della cellula 
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(Butler, Scott et al. 1988; Taraboulos, Serban et al. 1990). A causa della componente idrofobica 
della PrP è possibile l’unione di numerose proteine in aggregati insolubili (Prusiner, Groth et al. 
1980; Gabizon, McKinley et al. 1987).  
Come  accennato  all’inizio  del  paragrafo  malattie  da  prioni  sono  presenti  in  varie  specie  di 
mammiferi, oltre all’uomo. Lo Scrapie è la più diffusa encefalopatia spongiforme nei mammiferi 
(Prusiner 1995). Questa malattia, che colpisce  le pecore e  le capre, era conosciuta almeno già 
nel XVIII  secolo. Come per molte malattie da prioni  i  segni  tipici della malattia  sono disordini 
motori.  In  particolare  si  ha  la  totale  perdita  di  coordinazione motoria  degli  animali  che,  col 
passare del tempo, non sono più in grado di reggersi in piedi. In alcuni casi si ha la comparsa di 
irritazioni della pelle, che portano gli animali a strapparsi  il pelo per  trovare sollievo  (Prusiner 
1995).  Proprio  da  quest’ultima  caratteristica  deriva  il  nome  Scrapie.  Negli  anni  ’30  del 
novecento,  esperimenti  condotti  sulle  capre mostrarono  la  trasmissibilità  di  questa malattia 
all’interno della stessa specie, mentre risale agli  inizi degli anni ‘60  la prima trasmissione  inter‐
specie controllata, al topo (Ironside and Head 2008). 
Varie  forme  di malattie  da  prioni  colpiscono  numerose  specie  differenti:  cervi,  alci,  visoni  e 
numerosi specie di felini. Negli anni ’90 ha ricevuto particolare attenzione la forma bovina delle 
malattie prioniche, detta BSE (encefalopatia spongiforme bovina). In particolare nel Regno Unito 
si verificarono centinaia di migliaia di casi di questa malattia, con gravi danni economici. Questa 
patologia si trasmette anche per via orale e  la pratica di nutrire animali con derivati di animali 
deceduti  sembrerebbe  essere  stata  la  causa  dell’epidemia  degli  anni  ’90  (Smith  and  Bradley 
2003). 
Dalla  seconda  metà  degli  anni  ’90  numerose  prove  indicarono  la  capacità  della  BSE  di 
trasmettersi,  sempre  per  via  orale,  anche  a  specie  diverse. Di  particolare  importanza  la  sua 
trasmissione all’uomo. Risale al 1996 la prima descrizione di una nuova variante della malattia di 
Creutzfeldt‐Jakob, detta vCJD (Ironside and Head 2008). L’anno seguente venne provato che a 
causare la vCJD è lo stesso agente che è causa della BSE. 
 
Nell’uomo  le malattie  prioniche  si  presentano  distinte  in  3  principali  famiglie:  la malattia  di 
Creutzfeldt‐Jakob, la sindrome di Gerstmann‐Straussler‐Scheinker e l’insonnia fatale familiare. A 
queste si possono aggiungere altre 2 forme: il Kuru, che è ritenuta una variante infettiva di una 
forma  sporadica di morbo di Creutzfeldt‐Jakob dovuta  alla pratica del  cannibalismo  (Ironside 
and Head 2008), e l’angiopatia amiloide della proteina prionica cerebrale, una malattia prionica 
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causata dalla presenza di una forma tronca della PrP dovuta alla comparsa di un codone di stop 
a livello dell’amminoacido 145 (Ghetti, Piccardo et al. 1996). 
L’insonnia fatale familiare (FFI) è una malattia prionica a base genetica, essa è causata da una 
mutazione  sul  gene  della  PrP  (D178N)  accompagnata  dalla  presenza  dell’amminoacido 
metionina nel sito polimorfico 129. È di particolare  interesse sottolinearne  la base genetica  in 
quanto  la  stessa  mutazione,  accompagnata  da  un  diverso  amminoacido  (la  valina)  nel  sito 
polimorfico 129, è la causa dell’omologo umano della mutazione oggetto di questo lavoro e che 
è causa di una variante di morbo di Creutzfeldt‐Jakob. 
Segni clinici di questa malattia sono principalmente i disturbi del sonno dai quali prende anche il 
nome. In particolare la malattia si manifesta inizialmente con una riduzione del tempo trascorso 
in  sonno,  che  viene  normalmente  evidenziata  a  causa  della  comparsa  di  sonnolenza  diurna 
(Montagna, Gambetti et al. 2003). Con l’aggravarsi della malattia il tempo trascorso in sonno si 
riduce  sempre  più  e  fanno  la  loro  comparsa  i  cosiddetti  comportamenti  onirici,  uno  stato 
allucinatorio nel quale è assente l’atonia (Montagna, Gambetti et al. 2003). 
L’analisi  dei  tracciati  elettroencefalografici  mostra  una  precoce  e  progressiva  riduzione  nel 
numero dei complessi K e dei fusi del sonno (Tinuper, Montagna et al. 1989). Con il progredire 
della  malattia  si  verifica  una  ulteriore  diminuzione  del  tempo  trascorso  in  sonno  e  la 
concomitante riduzione della componente ad onde lente. I pazienti passano parte del tempo in 
uno stadio in bilico tra veglia e sonno NREM che viene interrotto da episodi di sonno REM che si 
possono presentare anche senza atonia (Montagna, Gambetti et al. 2003).  
Un  altro  importante  aspetto  di  questa  malattia  è  rappresentato  dai  disturbi  vegetativi.  In 
particolare si assiste ad un’ iper‐attivazione del sistema simpatico che si manifesta sottoforma di 
tachicardia  e  tachipnea  associate  ad  ipertensione;  a  queste  si  aggiungono  un  aumento  della 
sudorazione e la presenza di episodi febbrili inspiegati (Montagna 2005). 
Oltre ai disturbi del sonno ed a quelli vegetativi, i pazienti manifestano anche difficoltà motorie 
ed autonomiche, generalmente senza la comparsa di demenza (Ironside and Head 2008). 
 Con  il progredire della malattia  i sintomi continuano ad aggravarsi  fino al sopraggiungere del 
decesso che avviene nella totalità dei casi, anche se la durata del decorso è molto variabile. Nei 
casi più gravi, nei quali il decesso dei pazienti giunge a meno di un anno dalla diagnosi, i sintomi 
si aggravano molto rapidamente, viceversa nei casi meno gravi  (tra 12 e 72 mesi  il decorso)  il 
progredire della malattia è più rallentato (Montagna, Cortelli et al. 1998). 
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Dal punto di vista patologico  la malattia si caratterizza per un vasto danneggiamento dei aree 
talamiche con perdita neuronale e gliosi (Parchi, Petersen et al. 1998). 
La sindrome di Gerstmann‐Straussler‐Scheinker (GSS) è un rara malattia da prioni (5 casi per 100 
milioni di individui (Ghetti, Tagliavini et al. 2003)) che si presenta con disturbi motori e cognitivi. 
La trasmissione è per via ereditaria e sono state descritte numerose mutazioni del gene PRNP 
associate  a  questa malattia  (Ironside  and Head  2008).  A  livello  patologico  si  osserva  atrofia 
cerebellare accompagnata da depositi amiloidi principalmente nel cervelletto, nel talamo, nella 
corteccia e nei gangli della base (Kovacs, Trabattoni et al. 2002). L’analisi dei depositi amiloidi ha 
dimostrato  l’alta  concentrazione  di  proteina  prionica  al  loro  interno  (Ghetti,  Tagliavini  et  al. 
2003). 
 
Morbo di Creutzfeldt-Jakob 
Il morbo di Creutzfeldt‐Jakob (CJD) è la più diffusa malattia da prioni nell’uomo. Nonostante 
questo essa resta una malattia rara, con una prevalenza di circa 1 caso per milione di individui 
(Tyler 2003). La patologia si può presentare in 3 diverse forme: forma sporadica, familiare ed 
infettiva/iatrogena.  
La forma sporadica è la più diffusa e risponde per circa l’85% dei casi di CJD (Pedersen and Smith 
2002). Essa colpisce uomini e donne in eguale misura. Le cause che portano allo sviluppo di 
questa malattia sono a tutt’oggi ignote, è stata però descritta l’elevata diffusione della presenza 
in omozigosi dell’amminoacido metionina in posizione 129 della PrP. L’85% dei soggetti affetti 
da CJD nella popolazione europea presenta questa caratteristica genetica contro il 50% della 
popolazione di controllo (Pedersen and Smith 2002). La CJD sporadica si manifesta, 
generalmente, in soggetti di età compresa tra i 50 ed i 75 anni. Questa forma si presenta 
tipicamente con una demenza che progredisce rapidamente ed alla quale si associano, 
successivamente, disordini motori, in particolare atassia e miocloni(Brown, Cathala et al. 1986; 
Weber 2000; Collinge 2001). L’evoluzione della malattia è molto rapida e conduce a morte, nel 
giro di un anno, nel 100% dei casi (Johnson and Gibbs 1998). 
La forma familiare rappresenta il 10% dei casi di CJD (Pedersen and Smith 2002) e sono state 
descritte oltre 30 mutazioni sul gene della proteina prionica riconducibili alle forme ereditarie 
(Prusiner and Scott 1997; Kovacs, Zerbi et al. 2002). Tutte queste mutazioni si trasmettono in 
forma autosomica dominante (Gambetti, Kong et al. 2003; Ghetti, Tagliavini et al. 2003). 
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Secondo alcuni lavori la penetranza è variabile a seconda della mutazione coinvolta e varia tra 
0,5 ed 1 (Pedersen and Smith 2002). Secondo altri la penetranza è del 100% in tutti i casi e ciò 
che cambia è solo l’eta alla quale la malattia si manifesta (Brown 2002). 
In generale le varianti familiari hanno un esordio più precoce rispetto alle forme sporadiche; a 
questo si associa, però, un decorso più lento. 
La forma iatrogena/infettiva è la meno comune ed era, generalmente, associata a trapianti di 
cornea o di dura madre od alla somministrazione di ormone della crescita umano, in caso in cui 
questi prodotti fossero prelevati da soggetti malati (Brown 2000; Will 2003). 
Negli anni ’90 dello scorso secolo è stata descritta una nuova forma di CJD, detta variante. Tale 
forma risulta essere legata all’epidemia di encefalopatia spongiforme bovina e, in particolare, 
essa sarebbe dovuta all’ingestione di tessuto di animali contaminati, con conseguente 
trasmissione all’uomo dopo un salto interspecie (Collinge 1999). 
Come già accennato i sintomi della CJD sono, principalmente, di tipo motorio e cognitivo. La 
demenza, che inizia a manifestarsi fin dalle prime fasi, può presentarsi in varie forme e può 
comprendere: perdita di memoria, allucinazioni visive ed un’elevata instabilità dell’umore. 
Questi disturbi cognitivi sono generalmente molto aspecifici e difficilmente vengono ricondotti 
alla CJD. Successivamente compaiono i disturbi motori, che sono presenti nella quasi totalità dei 
pazienti, sia sottoforma di mioclonie che di atassia (Brown, Cathala et al. 1986; Weber 2000; 
Collinge 2001). L’insieme di tutti questi sintomi era ritenuto da Fisher (1960), sufficiente ad 
effettuare una diagnosi di CJD (Tyler 2003). Tuttavia, a quell’epoca, la conferma definitiva 
poteva avvenire solo mediante l’analisi istologica post‐mortem. Pazienti affetti da CJD 
presentano, infatti, una marcata degenerazione spongiforme associata a gliosi e perdita 
neuronale, quest’ultima concentrata principalmente a livello della corteccia cerebrale e di quella 
cerebellare (Tyler 2003). I danni cerebrali possono essere molto variabili da paziente a paziente 
(Ironside and Head 2008). 
Negli anni successivi sono state individuate nuove caratteristiche di questa patologia che si sono 
rilevate utili nel formulare la diagnosi. In particolare, a livello dell’EEG si ha la comparsa di 
alterazioni tipiche e caratteristiche della CJD, la principale delle quali è rappresentata dai 
complessi polifasici periodici (PSWC, dall’inglese periodic sharp wave complexes)(Jones and 
Nevin 1954; Furlan, Henry et al. 1981; Levy, Chiappa et al. 1986; Steinhoff, Racker et al. 1996). 
Morfologicamente questi complessi tendono a presentarsi sottoforma di complessi ad alto 
voltaggio bi‐ o tri‐fasici, anche se possono assumere caratteristiche più variegate. La durata 
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tipica varia tra i 100 ed i 600 ms ed essi si ripetono ogni 1‐2 secondi circa (Gloor 1980). Sebbene 
siano stati descritti casi di lateralizzazione, i PSWC tendono a manifestarsi bilateralmente 
(Wieser, Schindler et al. 2006). 
Oltre ai PSWC altre alterazioni EEG fanno la loro comparsa nei pazienti CJD. In particolare si 
assiste ad un generale “rallentamento” del tracciato elettroencefalografico, con l’aumento delle 
frequenze lente in maniera indipendente dallo stato comportamentale nel quale si trova il 
soggetto, o la comparsa di complessi di onde delta (FIRDA dall’inglese frontal intermittent 
rhythmical delta activity)(Hansen, Zschocke et al. 1998; Wieser, Schwarz et al. 2004). 
La presenza di queste alterazioni progredisce insieme al progredire della malattia, fino a rendere 
il tracciato EEG dei pazienti negli stati più avanzati completamente amorfo (Wieser, Schwarz et 
al. 2004). 
Tra le alterazioni comportamentali descritte più di recente in casi di CJD ve ne sono anche 
riguardanti il sonno. Uno studio pubblicato pochi anni fa ed effettuato su oltre 150 casi sporadici 
di CJD, ha evidenziato disturbi del sonno in circa la metà dei pazienti analizzati (Meissner, 
Kortner et al. 2004). Molti altri studi, incentrati sull’analisi elettroencefalografica del sonno in 
pazienti affetti da CJD, hanno mostrato la presenza di generiche alterazioni del normale ciclo 
sonno veglia (Calleja, Carpizo et al. 1985).  
In dettaglio è stato inoltre descritto in letteratura che pazienti affetti da questa malattia 
mostrano una riduzione molto marcata di molti dei segni elettroencefalografici tipici di alcune 
fasi del sonno, quali i fusi ed il complessi K(Donnet, Farnarier et al. 1992). 
A questo si aggiunge un’importante riduzione dell’efficienza del sonno ed una quasi totale 
scomparsa della fase REM (Landolt, Glatzel et al. 2006) e delle fasi più profonde del sonno 
NREM (Petit, Gagnon et al. 2004). 
L’aumento delle frequenze più lente a livello EEG (Wieser, Schindler et al. 2006) rende, come 
detto, difficile effettuare una corretta analisi quantitativa del sonno nei pazienti che hanno 
raggiunto gli stadi più avanzati della malattia. 
Scopo del lavoro 
Questo lavoro si è proposto, nel suo complesso, 3 differenti scopi. 
 
• La messa a punto e la caratterizzazione di un nuovo modello murino di morbo di Creutzfeldt‐
Jakob. 
• Lo studio del decorso temporale della malattia a livello del modello stesso. 
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• L’analisi delle risposte del modello a condizioni di stress comportamentali (deprivazione di sonno). 
 
In primo  luogo un modello transgenico murino di variante  familiare di malattia di Creutzfeldt‐
Jakob è stato creato nel  laboratorio di Roberto Chiesa   presso  l’Istituto Mario Negri di Milano. 
Esso consiste di animali eterozigoti che presentano, a  livello del gene PRNP codificante per  la 
proteina prionica, una sostituzione aminoacidica da aspartato ad asparagina a livello del codone 
177,  associata  alla  presenza  di  valina  sul  codone  polimorfico  128  (D177N/V128).  Tali  animali 
esprimono  l’omologo murino di una forma mutata della proteina prionica che è stata descritta 
nel dettaglio in letteratura (Apetri, Vanik et al. 2005; Zarranz, Digon et al. 2005). 
Questi  topi  transgenici per PrP mutata potrebbero  rappresentare un utile mezzo per  studiare 
più dettagliatamente  i meccanismi patogenetici  implicati nello  sviluppo di questa malattia ed 
uno strumento per valutare potenziali interventi terapeutici. 
Per  il  seguente  studio  sono  stati utilizzati, oltre agli animali descritti  sopra, anche 3 gruppi di 
controllo, rappresentati da: animali wild type, animali knock out per la proteina prionica ed  altri 
animali transgenici che esprimo alti livelli della forma non mutata della proteina prionica. Oltre 
all’importanza di questi ceppi come controllo è da sottolineare l’interesse del loro studio per sé. 
Come decritto  in precedenza,  infatti, sia gli animali che non esprimono  la proteina prionica sia 
gli animali che la sovra esprimono sono modelli utili per lo studio delle funzioni fisiologiche della 
PrP. 
Dopo  la  loro  creazione  gli  animali  sono  stati  studiati  nel  dettaglio,  per  descriverne  le 
caratteristiche e verificarne la concordanza con altri modelli animali di CJD e con studi condotti 
su pazienti. 
Nella seconda parte dello studio ci si è focalizzati sull’evoluzione temporale di questa malattia, 
nello  sforzo  non  solo  di  descriverne  l’andamento ma  anche  di  evidenziare  eventuali  segni  a 
comparsa  precoce  che  potrebbero  essere  utili  per  una  pronta  e  specifica  diagnosi  della  CJD 
nell’uomo. 
Nell’ultima  parte  del  progetto  si  è  deciso  di  studiare  la  risposta  di  questi modelli  animali  a 
condizioni  di  stress,  sottoponendoli  a  deprivazione  di  sonno. Questo  tipo  di  stress  permette 
infatti  di  evidenziare  risposte  anomale  e  di  valutare  alterazioni  comportamentali  che  in 
condizioni basali 
non sarebbero rilevate.
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Materiali e Metodi 
 
Negli studi descritti nel successivo capitolo sono stati utilizzati 4 diversi ceppi di animali, 
sviluppati presso il laboratorio del Dr. R. Chiesa (Istituto Mario Negri, Milano): 
 
• Animali wild type (WT) con background genetico C57BL/6J; non‐Tg/PrP+/+ 
• Animali che non esprimono la proteina prionica (knock out, KO), creati su puro background 
C57BL/6J; non‐Tg/PrP0/0 
• Animali che sovra‐esprimono la forma non mutata della proteina prionica (Tg(WT)); Tg(WT‐E1+/+).  
• Animali  transgenici  che possiedono un allele del gene della proteina prionica  che presenta una 
sostituzione aminoacidica ed un particolare polimorfismo (D178N/V128), Tg(CJD); Tg(CJD‐A21+/‐
).  
• Il ceppo Tg(WT) ed  il ceppo Tg(CJD) sono entrambi stati creati a partire dal genoma degli animali 
knock out e sono mantenuti su quel background tramite incroci con animali del ceppo KO. 
 
Nella  seconda e  terza parte del  lavoro  gli  animali  sono  stati portati  su puro background C57 
tramite  ripetuti  incroci degli animali appena descritti  con animali WT C57.  L’aspetto genetico 
della creazione degli animali è descritto più dettagliatamente nella sezione Materiali e Metodi 
della  prima  parte  dei  risultati  e  nella  tesi di dottorato presentata dalla dottoressa  S. Mantovani dal 
titolo  “Modelli murini  transgenici  di  malattie  prioniche   per  lo  studio  del  ruolo  fisiopatologico  della 
proteina prionica”. 
 
L’analisi polisonnografica è stata eseguita mantenendo gli animali in gabbie singole in un luogo 
isolato acusticamente. Gli animali sono stati mantenuti ad una  temperatura costante di 25  °C 
(±1 °C) e con un ciclo luce oscurità programmato per avere 12 ore di luce e 12 ore di buio nelle 
24 ore. Gli animali hanno costantemente avuto libero accesso a cibo ed acqua. 
 
Gli  animali  sono  stati  sottoposti  ad  operazione  chirurgica  per  l’impianto  di  elettrodi  per  la 
registrazione  elettroencefalografica  (EEG).  Sia  l’induzione  che  il mantenimento  dell’anestesia 
sono stati effettuati mediante somministrazione di isofluorano per via aerea (1‐2% in ossigeno). 
Dopo  l’induzione dell’anestesia gli animali sono stati posti su un apparato stereotassico. Come 
elettrodi di  registrazione  sono  state usate  viti  in  acciaio  inossidabile. Due di queste  viti  sono 
state poste  in posizione occipitale ed una  in posizione  fronto‐parietale. Gli elettrodi  sono poi 
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stati saldati ad un connettore cementato alla teca cranica. Il giorno dell’operazione ed i 2 giorni 
successivi gli animali sono stati trattati con un analgesico.  
 
Nel  terzo  giorno  successivo  all’intervento  è  stato  effettuato  il  collegamento  dell’animale  al 
sistema di registrazione tramite un cavo flessibile. Dopo un tempo minimo di 9 giorni, durante il 
quale gli animali hanno avuto sia il tempo di adattarsi al fatto di essere collegati ad un cavo sia il 
tempo di riprendersi dall’operazione chirurgica, vengono effettuate le registrazioni. 
Esse  hanno  avuto  durata  di  24  ore  con  inizio  al  principio  della  fase  di  luce. Oltre  al  segnale 
elettroencefalografico è stata registrata, per mezzo di una telecamera in grado di rilevare i raggi 
infrarossi  (Bioserve  Gmbh),  anche  l’attività  motoria  degli  animali.  L’attività  registrata  dalla 
telecamera,  dopo  essere  stata  convertita  in  valori  di  voltaggio,  è  stata  inviata  insieme  alle 
registrazioni EEG ad un apparato poligrafico (Grass, Quincy MA). 
I segnali acquisiti, dopo essere stati amplificati e filtrati a livello dei poligrafi, sono stati trasmessi 
ad una scheda di digitalizzazione collegata ad un computer sul quale i dati sono stati salvati. 
 
Nella prima parte dello studio è stato analizzato un gruppo sperimentale, costituito da animali di 
18 mesi appartenenti ad  i 4 ceppi  sopra citati. Per ogni ceppo  sono  stati analizzati 6 animali, 
tranne che per il ceppo Tg(WT) per il quale sono stati analizzati 5 animali. 
Nella seconda parte del  lavoro, al fine di studiare  l’evoluzione del morbo di Crutzfeldt‐Jakob e 
l’eventuale precoce comparsa di suoi segni, sono stati studiati 3 differenti gruppi sperimentali 
definiti da differenti età: 
 
• un gruppo di animali di 6 mesi. 
•  un gruppo di animali di 12 mesi. 
• un gruppo di animali di 18 mesi.  
 
Per ogni gruppo di età sono stati registrati animali per tutti e 4 i ceppi descritti in precedenza. 
Il  giorno  successivo  la  registrazione  in  condizione  basale  gli  animali  descritti  nel  precedente 
paragrafo  sono  stati  sottoposti a deprivazione di  sonno.  In questa  condizione gli animali,  che 
pure  sono  stati  registrati per 24 ore,  sono  stati mantenuti nello  stato di veglia mediante una 
leggera stimolazione meccanica durante le prime 6 ore della fase di luce. Al termine del periodo 
di stimolazione gli animali sono stati lasciati liberi di dormire per le seguenti 18 ore. 
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Al  termine della  registrazione  tutti gli animali  sono  stati  sottoposti ad eutanasia e ne è  stato 
prelevato il cervello per gli studi istologici. 
 
Le registrazioni polisonnografiche sono state analizzate per determinare 4 parametri: 
 
• Tempo trascorso nei 3 stati comportamentali (veglia, sonno NREM e sonno REM). 
• Architettura del sonno (analisi della distribuzione degli episodi di sonno e della  loro struttura, ad 
esempio tramite analisi della frammentazione del sonno). 
• Distribuzione circadiana del sonno. 
• Presenza e morfologia di eventuali alterazioni a livello del tracciato elettroencefalografico. 
 
Per determinare questi parametri è stata condotta sui tracciati un analisi visuale. Mediante l’uso 
di un  software dedicato  (Icelus; Mark Opp, Ann Arbor, University of Michigan, MI)  i  tracciati 
sono stati suddivisi  in periodi della durata di 12 secondi. Tali periodi sono definiti epoche. Un 
operatore  ha  provveduto  ad  assegnare  ciascuna  di  queste  epoche  ad  uno  degli  stati 
comportamentali  descrivendo,  inoltre,  l’eventuale  presenza  di  alterazioni 
elettroencefalografiche; tali analisi sono state eseguite senza che l’operatore fosse a conoscenza 
del ceppo di appartenenza dell’animale oggetto di analisi. 
Nei casi nei quali, per  la massiccia presenza di alterazioni elettroencefalografiche, si è rivelata 
impossibile l’assegnazione di una data epoca ad un dato stato comportamentale si è provveduto 
a categorizzare tali epoche come “quarto stato”. 
La densità dello  spettro di potenza è  stata ottenuta per ogni  stato  comportamentale  in ogni 
animale mediante l’uso della trasformata di Fourier applicata a tutte le epoche prive di artefatti 
od alterazioni. Sono state analizzate le frequenza da 0,5 a 20 Hz. 
Per effettuare un’analisi approfondita della deprivazione di sonno sono state studiate anche  le 
variazioni  quantitative  delle  onde  più  lente  del  sonno NREM  (banda  delta). Questa  banda  è 
infatti ritenuta correlata alla durata del tempo trascorso  in veglia prima dell’episodio di sonno 
NREM (Mistlberger, Bergmann et al. 1987). A conferma di ciò sono anche i numerosi i lavori che 
descrivono  uno  specifico  aumento  delle  frequenze  più  lente  nel  sonno  che  segue  la 
deprivazione,  ad  esempio:  nella  scimmia  (Reite,  Rhodes  et  al.  1965),  nel  ratto  (Borbely  and 
neuhaus 1979) e nell’uomo (Borbely, Baumann et al. 1981). 
La  significatività  dei  risultati  ottenuti  è  valutata  mediante  l’applicazione  dell’analisi  della 
varianza (ANOVA) sui campioni a cui hanno fatto seguito test post hoc (Fisher’s test). 
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Per quanto  riguarda  le analisi dei  risultati ottenuti  in  seguito a deprivazione di  sonno è  stata 
effettuata un’analisi per misure  ripetute con un modello misto che, per  i dati di controllo, ha 
compreso tutti  i risultati ottenuti dalla analisi polisonnografica mantenendo come valori fissi  il 
ceppo e  l’età e come misura ripetuta  il  tempo. Come  test post hoc è stata eseguita un’analisi 
ANOVA ad una via con correzione di Bonferroni. L’analisi dei risultati in seguito a deprivazione è 
stata  condotta  nella  stessa  maniera  ma  come  valore  fisso  è  stata  usata  la  variabile 
manipolazione. 
 
Parte dei dati descritti nella prima parte dei risultati non sono stati trattati  in questa sezione e 
sono solo accennati nella discussione di questo  lavoro  in quanto progettati ed eseguiti presso 
altre  strutture.  Un  approfondimento  generale  di  questa  sezione  è  presente  nella  sezione 
materiali e metodi della prima parte dei risultati. 
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Risultati 2 
Analisi del tempo trascorso nei diversi stadi comportamentali a 3  differenti età. 
A  seguito  dei  risultati  descritti  nel  precedente  capitolo,  si  è  deciso  di  seguire  l’evoluzione 
temporale  della malattia  di  Creutzfeldt‐Jakob  nel  nostro modello.  Si  è  perciò  provveduto  ad 
eseguire  le  registrazioni  polisonnografiche  precedentemente  descritte  nei  quattro  ceppi  in 
studio a 3 diverse età: 6 mesi (animali giovani), 12 (animali adulti) e 18 mesi (animali anziani). 18 
mesi rappresenta  l’età degli animali coinvolti nello studio precedente.  I dati relativi allo studio 
dei  vari  ceppi  a  diverse  età  hanno  permesso  da  un  lato  di  seguire  l’evolversi  della malattia 
dall’animale  giovane  all’anziano  e  dall’altro  lato  di  individuare  la  comparsa  di  eventuali 
alterazioni precoci che potrebbero essere utili per una più rapida diagnosi della malattia stessa.  
Analisi del sonno REM 
A  livello  del  sonno  REM  (fig.  1a)  gli  animali  Tg(CJD)  hanno  mostrato  un  comportamento 
compatibile  con  quello  descritto  in  precedenza.  In  fase  di  luce,    il  sonno  REM  è  risultato 
significativamente  ridotto già negli animali di 12 mesi    (3,3% ± 0,6)  rispetto a quelli di 6 mesi 
(8,7% ± 0,5) e si è osservato che tale riduzione si mantiene costante negli animali anziani di 18 
mesi   (3,7% ± 0,6).  I valori  indicano  la percentuale di tempo trascorso  in sonno REM sul totale 
della registrazione (ventiquattr’ore). 
Nel confronto con gli altri ceppi risulta subito evidente un grande differenza tra il ceppo Tg(CJD) 
ed i 3 ceppi di controllo: WT, Tg(WT) e KO.  
A  6 mesi di età l’ammontare di sonno REM è risultato comparabile in tutti e 4 i ceppi analizzati 
in questo studio. 
Viceversa,  negli  animali  adulti  (12  mesi)  appartenenti  ai  3  gruppi  di  controllo  non  è  stata 
riscontrata  la  significativa diminuzione del  sonno REM descritta nel ceppo Tg(CJD).  Infine, nel 
confronto  tra animali giovani ed anziani si ha una significativa diminuzione dell’ammontare di 
sonno REM solo negli animali WT, oltre che, come descritto, nel ceppo Tg(CJD).  
Nel confronto fra ceppi diversi a 12 e 18 mesi di età, tutti i ceppi di controllo hanno presentato 
un ammontare di sonno REM significativamente maggiore rispetto al ceppo Tg(CJD). 
 
In fase di buio l’ammontare di sonno REM è risultato fisiologicamente ridotto se comparato alla 
fase di luce, ciò a causa la circadianità tipica dei murini che sono animali notturni.  L’analisi del 
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ceppo Tg(CJD) ha mostrato valori costanti alle 3 età. Il confronto con i ceppi WT e Tg(WT) non ha 
mostrato  differenze  statisticamente  significative  a  nessuna  delle  età  considerate.  Per  quanto 
riguarda il ceppo KO si ha un incremento del sonno REM a 18 mesi (4,3 % ± 0,78) se confrontato 
con animali dello stesso ceppo a 6 (1,98% ± 0,4) e 12 mesi (1,64 % ± 0,67). Per questo ceppo il 
confronto  tra  la  fase di  luce e  la  fase di buio a 18 mesi  indica un’importante  riduzione della 
normale differenza di tempo trascorso  in sonno REM tra  le due fasi del giorno. Questa minore 
differenza  indica un affievolimento della circadianità tipica dei murini negli animali di 18 mesi. 
Tale caratteristica è assente a 6 e a 12 mesi.  
Analisi del sonno NREM 
A livello del sonno NREM (fig 1b) in fase di luce gli animali hanno mostrato un comportamento 
omogeneo. All’età di  6 e  12 mesi  tutti  e  4  i  ceppi hanno  trascorso  in questa  fase un  tempo 
simile. All’età di 18 mesi  il solo ceppo Tg(CJD) ha mostrato una  riduzione del sonno NREM se 
comparato agli animali di 12 mesi.  
 
In  fase  di  buio  l’analisi  del  ceppo  KO  ha  evidenziato  un  significativo  aumento  del  tempo 
trascorso in sonno NREM  degli animali di 18 mesi (32,91 % ± 2,5)  se confrontati con quelli di 6 
mesi (22,27% ± 1,2). Anche gli animali Tg(CJD) mostrano lo stesso incremento (tempo trascorso 
in sonno NREM a 6 mesi 23,34% ± 1,3; a 18 mesi 27,68% ± 1,4).  
L’aumento, a 18 mesi, dell’ammontare di  sonno NREM nella  fase di buio, accompagnato alla 
riduzione  di  sonno  NREM  nella  fase  di  luce,  indica,  ancora  una  volta,  una  riduzione  della 
circadianità per questi ceppi.  
Analisi della veglia 
In fase di veglia (fig 1c) in condizioni di luce la sola variazione significativa è stato l’incremento di 
questa fase nel ceppo Tg(CJD) tra 6 mesi (42,4% ± 1,4) e 18 mesi (54,71% ± 2,7) . 
Anche  i ceppi Tg(WT) e KO,  tuttavia,  sembrano presentare una  tendenza all’incremento della 
veglia tra i 6 ed i 18 mesi. 
 
In fase di buio gli animali anziani del ceppo KO hanno trascorso significativamente meno tempo 
in veglia (62,75% ± 2,9) sia rispetto agli animali giovani (75,74% ± 1,5) che a quelli adulti (75,72% 
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± 3,1). Allo stesso modo i topi anziani del ceppo Tg(CJD) hanno trascorso meno tempo in veglia 
(67,82% ± 1,7) rispetto a quelli giovani (74,35% ± 1,4).  
Viceversa i ceppi WT e Tg(WT) non hanno mostrato differenze statisticamente significative. 
 
Analisi della frammentazione del sonno 
L’analisi della  frammentazione del  sonno ha  indicato  (fig 1d),  sia  in  condizione di  luce  che di 
buio, una tendenza all’aumento di questa caratteristica negli animali anziani rispetto ai gruppi 
più giovani in tutti i ceppi coinvolti nello studio, anche se con alcune differenze. 
In fase di luce tutti i ceppi oggetto di studio hanno mostrato valori di frammentazione del sonno 
simili a 6 e 12 mesi di età. Viceversa, nel ceppo Tg(CJD) si è assistito ad un aumento significativo 
di transizioni nel confronto tra i topi giovani (39,33  ± 3,7) e quelli anziani (50,88  ± 5,4) (i valori 
esprimono  il numero assoluto di transizioni per ora).  Il ceppo WT, a sua volta, ha mostrato un 
aumento di transizioni nell’anziano (45,81 ± 2,6) rispetto all’animale adulto (35,25  ± 1,99). 
 
In  fase  di  buio  la  tendenza  all’aumento  della  frammentazione  negli  animali  anziani  appare 
ancora  più  marcata.  Nel  ceppo  Tg(CJD)  viene  replicato  l’aumento  di  frammentazione  già 
descritto  in fase di  luce tra   gli animali di 18 mesi (35,52   ± 6,5) e quelli di 6 (16,79   ± 1,1). Gli 
animali KO mostrano un deciso incremento di transizioni sia nel confronto tra 6 (15,7 ±1,5) e 18 
(39,79 ± 5,4) mesi che nel confronto tra gli animali anziani e quelli di 12 mesi (16,19 ± 4,9). 
Differenze significative appaiono anche nel ceppo WT sia nel confronto tra 6 (21,69 ± 2,6) e 18 
(31,37 ± 3,2)mesi che in quello tra i 12 (20,2 ± 0,8) ed i 18 mesi. 
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Figura 1 
Percentuale del tempo (media ed errore standard) trascorso nelle 3 diverse fasi comportamentali (veglia, 
sonno NREM e sonno REM) e numero di transizioni tra stati comportamentali nelle 24 ore (suddivise in 
fase di luce e fase di buio) per 3 diverse classi di età. Valori per 8 animali non‐Tg/PrP+/+ (WT), 11 animali 
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Tg(WT‐E1+/+)(TG), 6 animali non‐Tg/PrP0/0(KO) ed 8 animali Tg(CJD‐A21+/‐) (CJD). Il fondo bianco identifica 
i valori per le 12 ore di luce, il fondo grigio i valori per le 12 ore di buio. Gli asterischi indicano differenze 
statisticamente significative  in seguito ad analisti tramite Anova a 3 vie. Risulta evidente  la riduzione di 
sonno REM nel ceppo CJD  tra 6 mesi e  le 2 età maggiori  in  fase di  luce. Numerosi  i dati che  indicano 
perdita di circadianità per gli animali KO e CJD. Il ceppo KO presenta, in condizioni di buio,  incrementi di 
sonno REM e NREM a 18 mesi di età  rispetto a 6 e 12 mesi, a questi si associa una diminuzione della 
veglia. Il ceppo CJD mostra invece: in fase di luce un aumento della veglia nel confronto 6‐18 mesi ed una 
diminuzione del sonno NREM nel confronto 12–18 mesi, in fase di buio un incremento del sonno NREM 
(tra 6 e 18 mesi) ed una diminuzione della veglia (ancora tra 6 e 18 mesi). La frammentazione di sonno 
risulta in generale aumentata negli animali anziani rispetto ai più giovani per tutti i ceppi. In particolare il 
ceppo WT mostra un  incremento a 18 mesi sia  in fase di  luce (nel confronto con gli animali di 12 mesi) 
che  in  fase di buio  (nel confronto con entrambi  i gruppi più giovani).  Il ceppo TG(WT) ha mostrato un 
incremento tra animali adulti ed animali anziani. Il ceppo KO mostra un incremento in fase di buio tra i 6 
e 18 mesi e tra 6 e 12. Il ceppo CJD, infine, mostra un incremento tra 6 e 18 mesi sia in fase di luce che di 
buio.
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Risultati 3 
Risposta a deprivazione di sonno. 
Animali anziani 
Sonno REM 
L’analisi del sonno REM in seguito a deprivazione di sonno (sleep deprivation, SD) di sei ore negli 
animali anziani, ha mostrato un ridotto recupero di questa fase per  i ceppi KO e Tg(CJD) ed un 
recupero più importante per i ceppi WT e Tg(WT) (fig 2a).  
Nello  specifico, nel  ceppo Tg(CJD)  si è avuto un  recupero del  sonno REM  limitato alla  fase di 
buio, dalla prima alla seconda ora e dalla quinta alla sesta; anche negli animali KO il recupero si 
è limitato alla sola fase di buio, dalla settima all’ottava ora. 
Gli  animali  del  ceppo  Tg(WT)  hanno mostrano  un  più  esteso  recupero  di  questa  fase:  nelle 
ultime quattro ore della fase di luce, nelle prime due ore di quelle di buio ed infine dalla settima 
all’ottava ora di buio. Anche gli animali WT hanno presentato un ampio  incremento di sonno 
REM  in  seguito a SD, nelle ultime quattro ore della  fase di  luce e dalla  terza alla  sesta ora di 
buio. 
Sonno NREM 
L’analisi  del  sonno  NREM  ha  indicato  un  recupero  leggermente  ridotto  nel  ceppo  Tg(CJD) 
rispetto ai tre ceppi di controllo (fig 2b). 
In particolare il ceppo Tg(CJD) ha mostrato un incremento di sonno NREM solo nelle prime due 
ore immediatamente al termine della deprivazione, mentre nelle ultime due ore al termine della 
fase di buio ha mostrato una diminuzione del sonno NREM in seguito a SD. 
Viceversa  il  ceppo KO ha mostrato un  incremento di  sonno NREM nelle prime quattro ore al 
termine della SD, il ceppo Tg(WT) nelle prime sei ore ed il ceppo WT ha avuto un incremento di 
sonno NREM nelle ultime due ore della fase di luce e dalla terza alla sesta ora della fase di buio. 
Veglia 
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I dati riguardanti la fase di veglia sono risultati speculari a quelli descritti per le due fasi di sonno. 
I ceppi KO e Tg(CJD) hanno mostrato un ridotto decremento della veglia in seguito a SD, mentre 
i ceppi Tg(WT) e WT hanno presentato una diminuzione più marcata (fig 2c). 
Il ceppo Tg(CJD) ha mostrato un decremento di veglia  limitato alle prime due ore dal termine 
della SD mentre per il ceppo KO è stato evidenziato un decremento nelle prime quattro ore dal 
termine della SD. 
Viceversa il ceppo TG(WT) ha mostrato una riduzione della vegli per otto ore, dal termine della 
deprivazione ed  il ceppo WT ha mostrato tale diminuzione per dieci ore a cavallo tra  la fase di 
luce e quella di buio. 
Banda Delta 
Tutti i ceppi hanno mostrato un incremento della banda delta nelle prime ore dal termine della 
SD e, tranne il ceppo KO, hanno mostrato anche una diminuzione della stessa banda nella fase 
di buio. 
In particolare il ceppo Tg(CJD) ha avuto un incremento della banda delta nelle prime sei ore dal 
termine della deprivazione e un decremento della  stessa banda nelle prime quattro ore della 
fase di buio. 
Il ceppo Tg(WT) ha mostrato a sua volta un incremento nelle prime sei ore della fase di luce al 
quale è seguito una diminuzione nelle ultime quattro ore della fase di buio. 
Nel ceppo WT  l’incremento della banda delta dopo SD si è  limitato alle prime quattro ore dal 
termine della SD stessa, mentre il decremento è durato dalla terza all’ottava ora di buio. 
Il ceppo KO, viceversa, a  fronte di un aumento della banda delta nelle prime quattro ore dal 
termine della SD non ha mostrato nessun decremento della stessa nella fase di buio. 
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Figura 2 
Effetto della deprivazione di sonno sul tempo trascorso nelle diverse fasi comportamentali e sulla banda delta 
negli animali anziani (18 mesi di età).  
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Dall’alto: sonno REM, NREM, veglia e banda delta (media della potenza dei segnali EEG compresi tra 0,5 
e 4 Hz). La barra grigia indica le 6 ore di deprivazione, mentre la barra nera indica le 12 ore della fase di 
buio. 
I  punti  delle  curve  rappresentano  i  valori  medi  per  gruppi  di  due  ore  ±  l’errore  standard,  in  nero 
l’andamento  durante  SD,  in  bianco  in  condizioni  di  controllo.  Gli  asterischi  indicano  un  incremento 
statisticamente  significativo  (p<0,05,  l’analisi  statistica descritta nella  sezione M&M) del parametro  in 
seguito a SD, le croci indicano un decremento in seguito ad SD. Le registrazioni e la deprivazione di sonno 
iniziano all’inizio della fase di luce. 
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Animali adulti 
Sonno REM 
A questa eta  i ceppi KO e Tg(CJD) hanno mostrato un recupero di sonno REM dopo SD ridotto 
rispetto  ai ceppi Tg(WT) e WT (fig 3a). 
Gli animali Tg(CJD) di questa età hanno mostrato un aumento di questa  fase  in  seguito a SD 
limitato alle prime sei ore di buio. il ceppo KO ha limitato il suo aumento di sonno REM alla fase 
di buio, dalla quinta all’ottava ora e nelle ultime due ore. Viceversa il ceppo WT ha mostrato un 
incremento di sonno REM nelle ultime due ore di luce e nelle prime otto ore di buio dal termine 
della SD, mentre Il ceppo Tg(WT) ha presentato un incremento nelle ultime quattro ore di luce e 
nelle prime quattro di buio e, ancora, dalla settima all’ottava ora di buio. 
 
Sonno NREM 
Il  recupero di  sonno NREM ha mostrato  risultati  simili nei  ceppi WT, KO e  Tg(CJD) mentre  il 
ceppo Tg(WT) ha presentato un recupero ridotto (fig 3b). 
In particolare il ceppo Tg(CJD) ha mostrato un incremento di questa fase nelle prime due ore di 
luce al termine della deprivazione ed, ancora, nelle ultime due ore sempre della fase di  luce e 
nelle seguenti quattro ore della fase di buio. 
Il ceppo KO ha evidenziato un incremento del sonno NREM nelle sei ore di luce dal termine della 
deprivazione fino e nella quinta‐sesta ora di buio. 
Il ceppo WT ha presentato un prolungato aumento di sonno NREM dopo SD, in particolare nelle 
sei ore di luce al termine della SD ed, ancora, dalla terza all’ottava ora di buio. 
Come accennato il ceppo Tg(WT) ha avuto un recupero di sonno NREM minore, esso è risultato 
confinato al periodo che va dalla nona alla decima ora della fase di  luce. Nelle ultime due ore 
della fase di buio in questo ceppo è stata riscontrata una riduzione del tempo trascorso in NREM 
dopo essere stato sottoposto a SD. 
Veglia 
Come  atteso  lo  stato  di  veglia  ha  presentato,  per  tutti  i  ceppi,  caratteristiche  relativamente 
speculari a quelle del sonno NREM (fig 3c). 
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Il  ceppo Tg(CJD) ha presentato una diminuzione della  veglia nelle prime due ore dal  termine 
della SD e per sei ore a cavallo tra la fase di luce e quella di buio. Nel ceppo KO è stata rilevata 
una diminuzione della veglia nelle sei ore al termine della derivazione e dalla nona alla decima 
ora di buio. Il ceppo Tg(WT) ha mostrato una diminuzione della veglia in otto ore, distribuite tra 
la fase di luce e quella di buio. Infine il ceppo WT ha presentato una riduzione della veglia nelle 
sei ore di luce dal termine della deprivazione e per altre sei ore durante la fase di buio. 
Banda delta 
L’analisi della banda delta ha mostrato per tutti i ceppi, un aumento, in seguito a deprivazione, 
nelle quattro ore immediatamente successive al termine della deprivazione stessa. 
Viceversa,  tutti  i  ceppi  hanno  mostrato  una  riduzione  della  banda  stessa  in  seguito  a 
deprivazione nella fase di buio (fig 3d). 
Il ceppo Tg(CJD) ha mostrato una riduzione della fase delta dalla terza alla decima ora di buio. 
Il ceppo KO dalla quinta all’ottava ora di buio e nelle ultime due ore della stessa fase. 
Il ceppo Tg(WT) dalla terza alla quarta ora della fase di buio e nelle ultime due ore sempre della 
fase di buio. 
Il ceppo WT nelle prime dieci ore della fase di buio. 
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Figura 3 
Effetto della deprivazione di sonno sul tempo  trascorso nelle diverse  fasi comportamentali e sulla banda 
delta negli animali adulti (12 mesi di età).  
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Dall’alto: sonno REM, NREM, veglia e banda delta (media della potenza dei segnali EEG compresi tra 0,5 
e 4 Hz). La barra grigia indica le 6 ore di deprivazione, mentre la barra nera indica le 12 ore della fase di 
buio.  I punti delle curve rappresentano  i valori medi per gruppi di due ore ±  l’errore standard,  in nero 
l’andamento  durante  SD,  in  bianco  in  condizioni  di  controllo.  Gli  asterischi  indicano  un  incremento 
statisticamente significativo (p<0,05, dopo analisi statistica descritta nella sezione M&M) del parametro 
in seguito a SD,  le croci  indicano un decremento  in seguito ad SD. Le registrazioni e  la deprivazione di 
sonno iniziano all’inizio della fase di luce. 
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Animali giovani 
Sonno REM 
Per quanto riguarda il sonno REM gli animali giovani si sono mostrati abbastanza omogenei, con 
incrementi dopo SD sia nella fase di luce che nella fase di buio (fig 4a). 
Il  ceppo Tg(CJD) ha evidenziato un  incremento di  sonno REM nelle prime due ore al  termine 
della deprivazione, in sei ore a cavallo tra la fase di luce e quella di buio ed, infine, tra la nona e 
la decima ora della fase di buio. Il ceppo KO, a sua volta, ha avuto un incremento del sonno REM 
nelle quattro ore  immediatamente al termine della deprivazione ed per sei ore durante  la fase 
di  buio.  Il  ceppo  Tg(WT)  ha  mostrato  un  incremento  della  fase  REM  nelle  otto  ore 
immediatamente seguenti il termine della deprivazione e dalla nona alla decima ora della fase di 
buio Infine,  l’analisi del ceppo WT ha evidenziato un recupero del sonno REM nelle ultime due 
ore della fase di luce e dalla terza alla ottava ora della fase di buio. 
Sonno NREM 
Riguardo  al  sonno NREM,  tutti  i  ceppi  studiati hanno presentato un  significativo  incremento, 
paragonato alla  registrazione di controllo, del  tempo  trascorso  in questa  fase nelle prime ore 
successive al termine della deprivazione di sonno (fig 4b) 
Il ceppo Tg(CJD) ha presentato un incremento di questa fase nelle sei ore di luce seguenti la SD e 
nelle prime due ore di buio. Anche  il ceppo KO ha mostrato un  incremento del  sonno NREM 
nelle 6 ore di  luce seguenti  la deprivazione; a ciò si è aggiunto un ulteriore  incremento  tra  la 
terza e la sesta ora della fase di buio. 
Il ceppo Tg(WT) ha avuto incrementi di NREM dopo SD sia nelle sei ore di luce seguenti la SD che 
nella terza‐quarta e nona‐decima ora di buio. Nel ceppo WT è stato descritto un incremento di 
sonno NREM nelle 4 ore di  luce  immediatamente seguenti  la SD ed un ulteriore  incremento al 
termine della fase di buio (dalla nona alla decima ora). 
Veglia 
In veglia i ceppi hanno mostrato un andamento assolutamente speculare a quello presentato in 
sonno NREM (fig 4c). 
Banda delta 
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L’analisi  della  banda  delta  (fig  4d)  ha  mostrato  un  aumento  in  tutti  i  ceppi  in  seguito  a 
deprivazione, in particolare nelle prima quattro ore dal termine della deprivazione. Tutti i ceppi, 
inoltre,  hanno mostrato  una  diminuzione  di  questo  valore  nelle  ore  di  buio  che  seguono  la 
deprivazione, anche se con grande variabilità. In particolare: il ceppo WT ha presentato questo 
effetto durante  la nona‐decima ora di  registrazione,    il  ceppo TG(WT) nelle prime due ore di 
buio, il ceppo KO nelle ultime sei ore di buio ed il ceppo Tg(CJD) per l’intera durata della fase di 
buio. 
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Figura 4 
Effetto della deprivazione di sonno sul tempo trascorso nelle diverse fasi comportamentali e sulla banda 
delta negli animali giovani (6 mesi di età). Dall’alto: sonno REM, NREM, veglia e banda delta (media della 
potenza dei segnali EEG compresi tra 0,5 e 4 Hz). La barra grigia indica le 6 ore di deprivazione, mentre la 
barra nera indica le 12 ore della fase di buio. I punti delle curve rappresentano i valori medi per gruppi di 
due ore ±  l’errore  standard,  in nero  l’andamento durante  SD,  in bianco  in  condizioni di  controllo. Gli 
asterischi  indicano  un  incremento  statisticamente  significativo  (p<0,05,  in  seguito  all’analisi  statistica 
descritta nella sezione M&M) del parametro in seguito a SD, le croci indicano un decremento in seguito 
ad SD. Le registrazioni e la deprivazione di sonno iniziano all’inizio della fase di luce. 
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Discussione 
 
I  risultati prodotti  tramite  la caratterizzazione del nuovo modello di CJD hanno mostrato, per 
questo animale, una  riduzione marcata del sonno REM se comparata con  i ceppi di controllo. 
Questa riduzione si è inoltre dimostrata specifica di questo stato e non estesa al sonno nel suo 
complesso.  A  questo  si  è  affiancata  la  presenza  di  alterazioni  elettroencefalografiche  con 
caratteristiche  morfologiche  simili  a  quelle  presenti  in  pazienti  affetti  da  questa  malattia 
(Wieser, Schindler et al. 2006) . 
Lo studio degli animali a differenti età ha mostrato come  la riduzione del sonno REM, oltre ad 
essere specifica del ceppo CJD, sia stata anche precoce. Essa infatti è comparsa già in animali di 
12 mesi di età, quindi prima dell’età prevista per la prima comparsa dei sintomi della CJD (Tyler 
2003). 
 Questo studio ha inoltre mostrato una riduzione della circadianità negli animali Tg(CJD) e negli 
animali KO. 
 
Lo studio della deprivazione di sonno ha  infine mostrato   come,  in questo caso,  le alterazioni 
non siano state solo a carico del tempo trascorso in sonno REM in condizioni di controllo ma si 
siano riflesse anche in caso di perturbazioni del sonno stesso. Inoltre in queste condizioni non è 
il  solo  sonno REM degli animali Tg(CJD) ad essere  stato affetto ma quello di  tutti  i  ceppi con 
alterazioni  della  PrP, mostrando  forse  come,  in  condizioni  di  stress,  qualunque  sistema  con 
alterazioni, anche livei, della PrP sia maggiormente prono a mostrare alterazioni dei meccanismi 
di regolazioni di questo stato. 
 
Caratterizzazione del ceppo Tg(CJD) 
Nello  studio delle malattie neurodegenerative  riveste un  ruolo particolarmente  importante  la 
possibilità  di  lavorare  su  modelli  animali  che  presentino  tutte,  o  quasi,  le  caratteristiche 
riscontrabili nei pazienti affetti dalle stesse malattie. 
Nel topo, l’animale ormai d’elezione nel campo della ricerca biomedica, specie di tipo genetico, 
per  quanto  riguarda  le malattie  prioniche,  esistevano,  fino  a  poco  tempo  fa,  solo modelli  in 
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grado di esprimere  i disordini motori ma non quelli cognitivi  (Hsiao, Scott et al. 1990; Telling, 
Haga et al. 1996; Chiesa, Piccardo et al. 1998) e nemmeno le alterazioni elettroencefalografiche 
che, invece, erano già state descritte nei pazienti (Gloor 1980). 
Per questi motivi si è deciso di  lavorare alla creazione di un nuovo modello murino  in grado di 
riassumere  in  sé  tutte  le  caratteristiche  del morbo  di Creutzfeldt‐Jacob  (CJD)  già descritte  in 
studi clinici. 
Per rendere possibile un parallelo tra l’uomo e l’animale il gruppo di Roberto Chiesa ha deciso di 
sviluppare come modello della malattia un topo transgenico di variante genetica della malattia 
causata da una mutazione che fosse presente in entrambe le specie, topo ed uomo. 
L’attenzione  venne  focalizzata  sulla  mutazione  D178N/V129.  Questa  mutazione  è,  infatti, 
relativamente  diffusa  e  caratterizzata  nell’uomo  (Young,  Piccardo  et  al.  1999)ed  è,  perciò, 
facilmente confrontabile con un nuovo modello animale. La relativamente alta frequenza della 
mutazione  ha  reso  possibile  un  confronto  tra  il modello murino  ed  una  paziente  ricoverata 
presso l’istituto neurologico Besta di Milano. 
Questa variante della CJD presenta, oltre ad i tipici sintomi motori della malattia, quali miocloni 
ed  atassia,  anche  disturbi  cognitivi  e  comportamentali,  accompagnati  da  reperti 
neuropatologici. 
Caratteristica  rimarchevole  di  questa  mutazione  e’  anche  che  la  sostituzione  aminoacidica 
D178N,  pur  essendo  necessaria  per  l’espressione  della  malattia,  non  e’  sufficiente.  Il  sito 
polimorfico  in  posizione  129  svolge  infatti  un  ruolo  cruciale,  in  quanto,  in  presenza  della 
mutazione,  l’espressione  di  valina  in  questo  punto  causa  la  CJD,  mentre  la  comparsa  di 
metionina  causa  l’insonnia  fatale  familiare  (Zarranz, Digon  et  al.  2005),  una  diversa malattia 
prionica. 
Dopo  la  creazione  di  un  topo  esprimente  l’omologo  murino  della  mutazione  umana 
(D177N/V128) si è perciò provveduto ad analizzarne le caratteristiche da tutti i punti di vista, da 
quello comportamentale a quello  istologico, per poterne dare una descrizione  il più completa 
possibile. 
Gli animali Tg(CJD) sono stati comparati con  i 3 diversi ceppi di controllo. Tutti questi animali 
sono stati analizzati  intorno ai 18 mesi di età:  tale età, piuttosto avanzata per  il  topo, è stata 
scelta in quanto la mutazione oggetto di studio presenta i suoi sintomi non nel soggetto giovane 
ma in quello più anziano (Gambetti, Kong et al. 2003). 
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Innanzitutto gli animali Tg(CJD) hanno mostrato la presenza di alterazioni motorie, caratteristica 
tipica della CJD.  In particolare hanno mostrato  la comparsa di atassia, miocloni, cifosi ed una 
postura  caratteristica  se  sospesi  in  aria.  Lo  sviluppo  di  questi  segni  è  in  accordo  con  quelli 
descritti  in  precedenti  modelli  murini  di  questa  patologia  (Hsiao,  Scott  et  al.  1990;  Chiesa, 
Piccardo et al. 1998). 
Dato che i disturbi cognitivi e la perdita di memoria sono tra i segni più prominenti nei pazienti 
affetti da CJD (Brown, Goldfarb et al. 1992; Tyler 2003), gli animali oggetto di studio sono stati 
sottoposti a test per valutarne le capacità di apprendimento spaziale. Nel test del labirinto ad 8 
bracci gli animali del ceppo Tg(CJD) hanno ottenuto un risultato significativamente peggiore se 
comparati ad i 3 ceppi di controllo. 
 
La  presenza  di  alterazioni  elettroencefalografiche  in  pazienti  affetti  da  CJD  è  nota  da  tempo 
(Tyler 2003) e  le  loro caratterizzazioni sono sempre più precise (Wieser, Schindler et al. 2006). 
Anche  in  modelli  animali  della  malattia  sono  state  riportate  numerose  e  varie  alterazioni 
elettroencefalografiche  (Bassant,  Cathala  et  al.  1984).  Per  tale  motivo  è  stato  deciso  di 
effettuare  negli  animali  oggetto  di  studio  registrazioni  elettroencefalografiche    e  di 
caratterizzare le eventuali alterazioni riscontrate. 
L’analisi dei tracciati ha evidenziato  la comparsa di  importanti alterazioni del tracciato nei topi 
Tg(CJD), alterazioni assenti negli animali di controllo. Queste alterazioni si sono presentate sotto 
2 forme differenti. 
Da un lato sono stati registrati numerosi complessi di onde polifasiche dalla frequenza costante, 
intorno  ai  7  hertz,  complessi  ritrovati  in  elevato  numero  in  tutti  gli  animali  Tg(CJD)  testati. 
Dall’altro  lato si è evidenziata  la comparsa di onde più  lente, dette a dente di sega per  la  loro 
natura  monomorfa,  con  un  picco  di  frequenza  intorno  ai  4  hertz.  Questo  secondo  tipo  di 
alterazione è risultato molto meno diffuso del precedente. 
È  interessante  notare  come  sia  possibile  trovare  similarità  tra  le  alterazioni 
elettroencefalografiche descritte in letteratura e quelle riportate nel modello oggetto di studio. 
Questi paralleli  rafforzano  considerevolmente  l’ipotesi  che  tali  alterazioni  siano  correlate  alla 
malattia. 
In particolare i complessi polifasici descritti sono analoghi a quelli descritti in un modello di ratto 
infettato con scrapie (una variante infettiva di CJD presente nelle pecore) (Bassant, Cathala et al. 
1984). Analogamente, uno studio su un modello felino, aveva riportato la presenza di alterazioni 
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elettroencefalografiche con  interessanti analogie  con quelle descritte poco  sopra nel modello 
Tg(CJD) (Gourmelon, Amyx et al. 1987). 
Il parallelo con il paziente risulta, naturalmente, più complesso. Non bisogna infatti dimenticare 
la complessità enormemente superiore del cervello umano rispetto a quello murino. Non è però 
esagerato guardare alle alterazione descritte nell’uomo come  l’equivalente di quelle descritte 
nel modello animale. 
 
Come accennato nell’introduzione, è nota da tempo la relazione tra malattie prioniche e sonno 
(Ironside  and  Head  2008),  anche  se  in  questo  ambito  l’attenzione  si  è  sempre  focalizzata 
principalmente sull’insonnia fatale familiare. Nel 2006, tuttavia sono state descritte alterazioni 
del sonno anche  in pazienti affetti da morbo di Creutzfeldt‐Jakob (Landolt, Glatzel et al. 2006). 
Inoltre altri studi hanno evidenziato alterazioni del ciclo sonno‐veglia  in animali KO per  la PrP, 
suggerendo  perciò  un  suo  ruolo  nella  regolazione  del  sonno.  Per  questi  motivi  è  risultato 
immediatamente  interessante  sottoporre  il  ceppo  Tg(CJD)  ed  i  ceppi  di  controllo  all’analisi 
polisonnografica. 
Come descritto nei risultati, il ceppo Tg(CJD) ha mostrato un quantitativo di tempo trascorso in 
sonno REM estremamente ridotto, se comparato con  i 3 ceppi di controllo. Questa riduzione è 
risultata presente sia nella fase di luce che nella fase di buio. Oltre a questo importante risultato 
va  sottolineato  come  l’analisi  elettroencefalografica  abbia  mostrato  la  presenza  di  epoche 
(periodi della durata di 12 secondi in cui vengono suddivisi i tracciati acquisiti per permetterne 
l’analisi) che non è stato possibile assegnare ad un preciso stato comportamentale, a causa delle 
alterazioni elettroencefalografiche presenti. È  importante ricordare che, nei pazienti affetti da 
CJD  in  stadio  avanzato, non è possibile  identificare  gran parte delle epoche, proprio  a  causa 
dell’importanza delle alterazioni osservate (Wieser, Schindler et al. 2006). 
 
Al  termine  delle  analisi  comportamentali  tutti  gli  animali  sono  stati  sottoposti  ad  analisi 
istologiche  e  biochimiche,  nel  tentativo  di  evidenziare  una  possibile  fonte    delle  alterazioni 
descritte.  Negli  animali  Tg(CJD)  è  stata  descritta  la  deposizione  di  piccoli  accumuli  di  PrP 
nell’intorno dei neuroni. Tale tipo di depositi è  in accordo con altri precedentemente descritti 
per la variante umana di questa stessa mutazione (Parchi, Capellari et al. 2003).  
In  conclusione  della  prima  parte  di  questo  lavoro  è  possibile  iniziare  a  sottolineare  alcune 
importanti  conclusioni.  Come  detto  in  precedenza  lo  scopo  principale  di  questo  lavoro  era 
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quello di creare e caratterizzare un nuovo modello animale di morbo di Creutzfeldt‐Jakob che 
esprimesse in sé tutti i sintomi ed i segni (o almeno la maggior parte di essi) che si presentano 
nell’uomo in questa grave malattia. 
Come  descritto  in  questa  e  nelle  precedenti  sezioni,  i  topi  Tg(CJD)  hanno  mostrato  tutti  i 
principali segni della CJD, da quelli motori alle alterazioni del sonno ed elettroencefalografiche. 
Per questi motivi non  sembra esagerato  ritenere gli animali Tg(CJD) come un ottimo modello 
per  lo studio della malattia di Creutzfeldt‐Jakob, sia per approfondire le conoscenze sulla genesi 
e l’evoluzione di questa malattia, sia per tentare nuovi approcci terapeutici. 
Inoltre  la  selettiva  riduzione  del  sonno  REM  nel modello  in  studio  si mostra  estremamente 
interessante anche  in quanto modello per  lo  studio delle alterazioni del  sonno nelle malattie 
prioniche ed, eventualmente, anche in altre malattie causate da accumulo di proteine mutate a 
livello cerebrale. 
Oltre  alla  caratterizzazione del  ceppo  Tg(CJD)  i dati discussi  in questa  sezione permettono di 
trarre anche un’altra conclusione. L’assenza di alterazioni negli animali KO in questa parte dello 
studio  indica  che  le  alterazioni  viste  nel  ceppo  esprimente  la  proteina  con  la  mutazione 
D177N/V128 sono probabilmente dovute ad un guadagno di funzione di questa proteina, invece 
che ad una perdita di funzione della stessa. 
In conclusione di questa parte del lavoro è importante anche tentare di dare una spiegazione in 
grado di giustificare la specifica riduzione di sonno REM negli animali Tg(CJD). È noto che elevati 
livelli di interleuchina‐1 e fattore di necrosi tumorale vengono raggiunti in pazienti affetti da CJD 
(Sharief, Green et al. 1999), così come in modelli animali di questa malattia (Kordek, Nerurkar et 
al. 1996). Tali  citochine  sono  conosciute per essere potenti  inibitori del  sonno REM. È perciò 
possibile  che un  loro elevato  livello nel nostro modello  animale  sia  alla base dell’importante 
riduzione del sonno REM che è stata riscontrata. 
Studio longitudinale 
Nel precedente paragrafo l’attenzione è stata focalizzata sulla ricerca dei segni clinici tipici della 
CJD negli animali del ceppo Tg(CJD), per poter permettere una caratterizzazione degli stessi. È  
risultato però subito evidente che non poteva bastare  il solo  limitarsi alla valutazione di questi 
parametri. Sebbene al momento non esista una terapia efficace per nessuna malattia da prioni 
resta  comunque  importante  la  capacità di diagnosticare precocemente  la presenza di queste 
malattie. Perciò, sulla base dei risultati ottenuti, nella seconda parte del progetto, si è deciso di 
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approfondire  il  lavoro di  caratterizzazione del nostro   modello murino  transgenico per  la PrP 
mutata mediante uno studio longitudinale. L’obiettivo di un tale disegno sperimentale era avere 
da  un  lato  un  quadro  dell’evoluzione  della  malattia  nel  tempo  e  dall’altro  la  possibilità  di 
individuare  segni precoci della malattia,  segni  che precedano  la  comparsa dei  sintomi motori 
stessi. 
Come detto, nella prima fase del lavoro di caratterizzazione si è scelto di lavorare con animali di 
18 mesi di età, cioè animali anziani. Le ragioni di questa scelta sono da ricercarsi nel fatto che le 
malattie  da  prioni  e  la  CJD  in  particolare,  hanno  generalmente  un  età  d’esordio  piuttosto 
avanzata, con un picco intorno ai 70 anni di età (Ironside and Head 2008). 
Avendo riscontrato la presenza di alterazioni in tutti gli animali del ceppo Tg(CJD) di 18 mesi di 
età si è deciso di mantenere questa età per gli animali anziani. Infatti, nonostante i topi possano 
vivere  oltre  i  18  mesi  (Meydani  1999),  bisogna  considerare  il  fatto  che  nella  procedura 
sperimentale  essi  vengono  sottoposti  ad  un  vero  intervento  chirurgico  per  l’impianto  degli 
elettrodi per le registrazioni polisonnografiche. Un operazione di questo tipo, svolta nell’animale 
anziano,  comporta  tempi  di  recupero  più  lunghi  rispetto  all’animale  giovane.  Risulta  quindi 
molto difficile spingersi oltre una certa soglia, sia per  l’aumento dei tempi di recupero sia per 
l’incremento di possibilità che  l’animale non sopporti  l’operazione. Per seguire e caratterizzare 
l’evoluzione temporale della malattia si è presa la decisioni di affiancare agli animali anziani due 
ulteriori gruppi: animali di 6 e di 12 mesi di età. 6 mesi rappresentano un’età in cui lo sviluppo 
neuronale è terminato nel topo, ma alla quale non è attesa  la comparsa di segni del morbo di 
Creutzfeldt‐Jakob.  12 mesi  rappresenta  invece  l’età  intermedia  tra  6  e  18 mesi,  si  è  perciò 
pensato  che  questa  potesse  essere  la  soglia  alla  quale  iniziano  a  manifestarsi  i  segni  della 
malattia. 
Per  tutte  le età prese  in  considerazione  sono  stati  studiati, oltre  al  ceppo  Tg(CJD),  anche  i 3 
ceppi di controllo precedentemente descritti (Tg(WT), KO e WT).  
Di cruciale importanza è la riduzione del sonno REM negli animali di 12 mesi di età.  
Mentre  gli  animali  Tg(CJD)  più  giovani  trascorrono  in  questo  stato  un  tempo  comparabile  a 
quello degli altri ceppi, gli animali di 12 mesi di età passano significativamente meno tempo  in 
questo stato rispetto ai ceppi di controllo. Indicando quindi una avvenuta repentina diminuzione 
del tempo trascorso in REM. 
Poiché  la  diagnosi  di malattia  di  Creutzfeldt‐Jakob  viene  usualmente  effettuata  solo  dopo  la 
comparsa dei sintomi cognitivi e di alcuni sintomi motori (Tyler 2003),  la diminuzione di sonno 
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REM  potrebbe  presentarsi  come  un  nuovo  fattore  diagnostico  precoce,  non  va  infatti 
dimenticato  che  gli  animali  di  12 mesi  sono  ancora  relativamente  giovani mentre  la  CJD  si 
manifesta, generalmente, nei soggetti anziani. 
Inoltre  anche  l’analisi  del  sonno  REM  nella  fase  di  luce  negli  animali  Tg(CJD)  più  anziani  ha 
confermato, se comparata agli altri gruppi, la riduzione descritta nella sezione precedente della 
tesi. 
Il  risultato ottenuto negli animali adulti ha confermato,  inoltre, come  il  ridotto ammontare di 
sonno REM negli animali più anziani non sia frutto di un alterazione aspecifica del background 
genetico durate  la generazione degli animali, bensì  la conseguenza di processi che, a 6 mesi di 
età, non hanno ancora avuto modo di manifestarsi. 
 
Le fasi di veglia e di sonno NREM presentano allo stesso modo un andamento  interessante.  In 
luce  l’aumento di  tempo  trascorso  in veglia all’aumentare dell’età’ e  la parallela riduzione del 
tempo trascorso in sonno NREM sono in accordo con dati descritti in varie altre specie in animali 
WT, tra cui il ratto (van Gool and Mirmiran 1986) e uomo (Hobson 1995).  
In  fase  di  buio,  viceversa,  si  assiste  ad  un  incremento  del  sonno NREM  con  l’età  ed  ad  una 
riduzione della veglia. Per quanto questo andamento sia  in contraddizione rispetto a quello  in 
luce, una possibile spiegazione risiede nell’attenuazione del ritmo circadiano di veglia e sonno in 
questi animali.  I  topi  sono  infatti animali notturni  che    trascorrono  circa  il 60% del  tempo  in 
veglia  in  condizioni  di  buio  a  fronte  del  40%  trascorso  in  questa  fase  comportamentale  in 
condizione  di  luce  (Hobson  1995).  Un  cambiamento  in  questo  comportamento  indica 
un’alterazione a  livello della regolazione del ciclo circadiano  in questi animali. Quanto rilevato 
nei  topi  Tg(CJD)  è  in  completo  accordo  con  i  dati  presenti  in  letteratura  per  la malattia  di 
Creutzfeldt‐Jakob. Nei  pazienti  è  infatti  evidente  una  perdita  del  comportamento  circadiano 
come descritto  sia nella precedente  sezione  che  in  lavori  presenti  in  letteratura  (Tyler  2003; 
Landolt, Glatzel et al. 2006). È  importante  ricordare  come questa  ridotta  circadianità  (cioè  la 
ridotta differenza  tra  il  tempo  trascorso nelle diverse  fasi comportamentali nelle condizioni di 
luce e di buio), oltre che essere collegata allo sviluppo della malattia, potrebbe, almeno in parte, 
essere legata ai normali processi di invecchiamento. Tuttavia l’analisi comparata con animali di 
controlli  anziani  non  affetti  dalla malattia  permette  di  scorporare  la  componente  legata  alla 
malattia da quella legata ai normali processi di invecchiamento. Inoltre l’assenza di questo tipo 
di alterazioni negli animali WT è un ulteriore  indizio della  specificità di quanto descritto negli 
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animali KO e Tg(CJD). L’aumento di attività nella fase in cui dovrebbe prevalere il riposo e la sua 
speculare  diminuzione  nella  fase  in  cui  questa  dovrebbe  raggiungere  un  picco  è  infatti  stata 
ampiamente  associata  ai  processi  di  invecchiamento  in  varie  specie:  nell’uomo  (Cajochen, 
Munch et  al. 2006) nei primati  (Perret  and Aujard 2006),  in  varie  specie di  roditori  (Weinert 
2000) ed anche, al di fuori dei mammiferi, nella Drosophila (Grotewiel, Martin et al. 2005).  
 
L’analisi di animali KO per la PrP si rivela parimenti interessante. Le variazioni descritte nella fase 
di buio (aumento di sonno REM e NREM e diminuzione della veglia) vanno, come per gli animali 
CJD,  nella direzione di attenuare la circadianità tipica degli animali notturni. Si arriva ad avere, 
infatti, un quantitativo di tempo trascorso nelle varie  fasi comportamentali molto simile sia  in 
buio che in luce. Alterazioni della circadianità in topi privi della PrP sono state descritte anche in 
altri  articoli  presenti  in  letteratura  (Tobler,  Gaus  et  al.  1996).  Questi  dati,  associati 
all’attenuazione  della  circadianità  negli  animali  Tg(CJD),  supportano  la  tesi  che  la  proteina 
prionica giochi un ruolo nella regolazione del ritmo circadiano (Steele, Lindquist et al. 2007). 
 
Gli animali WT hanno mostrato una  tendenza alla diminuzione del quantitativo di sonno REM 
con l’aumentare dell’età. Questi dati sono in accordo con altri presenti in letteratura e riferiti a 
varie  specie,  dall’uomo  (Hobson  1995;  Ohayon,  Carskadon  et  al.  2004)  al  ratto  (Zepelin, 
Whitehead et al. 1972; Rosenberg, Zepelin et al. 1979). Anche esperimenti condotti in vari ceppi 
di  topi WT  hanno mostrato  una  riduzione  del  sonno  REM  tra  6 mesi  e  la  vecchiaia  (Hasan, 
Dauvilliers et al.). 
Per quanto riguarda la fase di veglia, nell’animale WT essa si mantiene relativamente costante. 
Non sono state rilevate differenze significative nemmeno per quanto riguarda il sonno NREM. 
Gli  animali  Tg(WT)  hanno mostrato,  per  quanto  riguarda  l’analisi  del  sonno,  risultati  simili  a 
quelli descritti negli animali WT. 
 
L’aumento della  frammentazione del  sonno, presente  in  tutti  i ceppi, ben  si accorda con altri 
dati presenti in letteratura su animali anziani di varie specie e sull’uomo(Hasan, Dauvilliers et al. 
; Kryger, Roth et al. 2005). E’ anche interessante sottolineare come il ceppo CJD sia l’unico che 
presenta una tendenza all’aumento della frammentazione già a partire dai 12 mesi di età, in fase 
di  buio.  Questa  caratteristica  potrebbe  risultare  di  particolare  interesse.  Sebbene  infatti  un 
aumento  della  frammentazione  sia  normale  nell’anziano,  non  bisogna  dimenticare  che  nei 
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soggetti affetti da CJD questa caratteristica risulta particolarmente marcata ed essi  tendono a 
non raggiungere fasi NREM o REM consolidate (Landolt, Glatzel et al. 2006). 
 
In conclusione va sottolineato che gli animali Tg(CJD) di 18 mesi presentano una riduzione del 
sonno REM associata ad una ridotta circadianità ed ad un’aumentata frammentazione del sonno 
rispetto all’animale giovane. Tutte queste caratteristiche ben si accordano con i risultati ottenuti 
da  studi  clinici  condotti  su  pazienti.  Inoltre  tali  alterazioni  mostrano  una  comparsa  già 
nell’animale di 12 mesi di età e risultano quindi potenzialmente  interessanti sia come precoce 
strumento  diagnostico  che  come  strumento  di  ricerca,  in  quanto  potrebbero  permettere  di 
individuare le aree cerebrali più precocemente colpite dalla malattia. 
D’altro lato i dati sugli animali KO si mostrano in accordo con quanto presente in letteratura ed 
indicano un possibile ruolo di questa proteina nella regolazione del ritmo circadiano. 
Poiché  la  perdita  di  circadianità  è  presente  sia  nel  ceppo  Tg(CJD)  che  nel  ceppo  KO  è  forse 
possibile  ipotizzare  che,  specificamente  riguardo  questa  caratteristica,  il  danno  rilevato  negli 
animali affetti da morbo di Creutzfeldt‐Jakob sia riconducibile ad una perdita di funzione della 
proteina prionica. È poi importante sottolineare ancora una volta la specificità della diminuzione 
di sonno REM negli animali Tg(CJD). La riduzione di sonno è apparsa  infatti confinata a questa 
fase ed a questo solo ceppo. Gli animali di altri ceppi anziani non hanno presentato riduzioni di 
sonno NREM o di sonno REM, mentre la riduzione di sonno NREM nel ceppo Tg(CJD) è risultata 
marginale. Alla  luce di questi aspetti è possibile  sostenere  che  la  riduzione di  sonno REM  sia 
specifica  di  questa  fase  e  non  risultante  da  un’aspecifica  riduzione  del  sonno  in  generale 
imputabile alla CJD od al naturale processo di invecchiamento di questi animali. 
 
Analisi della deprivazione di sonno 
Come  accennato  nel  capitolo  introduttivo  la  deprivazione  di  sonno  (sleep  deprivation,  SD) 
rappresenta  un  valido  metodo  per  mettere  in  evidenza  la  presenza  e  le  caratteristiche  di 
alterazioni che, in condizioni di controllo, sono troppo tenui per essere rilevate. La deprivazione 
di  sonno  consiste  infatti  in  una  perturbazione  del  normale  ciclo  sonno/veglia  che  richiede  il 
reclutamento e l’efficiente funzionamento di tutti i circuiti di controllo dell’omeostasi del sonno, 
nel caso alcuni di essi siano  in qualche modo affetti da una mutazione o da una patologia ciò 
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viene  rilevato  dalla  comparsa  di  alterate  dinamiche  di  recupero  del  sonno  perso  durante  la 
deprivazione. 
 
L’analisi degli animali anziani è risultata essere, come atteso, la più ricca di spunti interessanti. 
Tutti i ceppi oggetto di studio hanno mostrato un aumento del tempo trascorso in sonno REM a 
seguito della SD, tuttavia tale incremento è risultato inferiore nei ceppi con alterazioni della PrP 
rispetto  agli  animali WT. Non  solo,  gli  animali KO hanno presentato un  incremento di  sonno 
REM estremamente ridotto e comunque significativamente inferiore rispetto ai ceppi Tg(CJD) e 
Tg(WT). In seguito a deprivazione, quindi, tutti i ceppi con alterazioni della PrP hanno presentato 
una riduzione a carico del tempo trascorso in sonno REM.  
È  possibile  spiegare  il maggior  recupero  di  sonno  REM  presente  nei  ceppi  Tg(CJD)  e  Tg(WT) 
rispetto  al  ceppo  KO  ipotizzando  un  residuo  di  attività  della  PrP,  attività  che  è  invece 
completamente assente negli animali KO. 
È molto  interessante  l’analisi della componente ad onde  lente del sonno NREM  (banda delta). 
Già  lavori  svolti  a partire dagli  anni  ’60 del XX  secolo  avevano dimostrato un  aumento della 
componente  ad  onde  lente  nel  sonno  che  fa  seguito  alla  SD:  dall’uomo  (Berger  and Oswald 
1962) al gatto  (Ursin 1971)  fino   a  svariate altre  specie  (Huber, Deboer et al. 2000). Grazie a 
questi ed ad altri studi si è potuto stabile che la componente ad onde più lente del sonno NREM 
è  sotto  un  controllo  di  tipo  omeostatico  ed  è  direttamente  correlata  alla  durata  del  tempo 
precedentemente trascorso in veglia (Tobler and Borbely 1986; Dijk, Beersma et al. 1987). Nello 
studio qui presentato l’analisi degli animali anziani ha mostrato un incremento della banda delta 
in tutti i ceppi nelle ore immediatamente seguenti il termine della deprivazione, in accordo con i 
lavori  menzionati.  Nella  fase  di  buio  gli  animali  WT  hanno  invece  mostrato  un  importante 
decremento della banda delta nel tracciato di deprivazione rispetto a quello di controllo. Tale 
decremento è  in accordo con quanto descritto  in  letteratura sia nel topo (Huber, Deboer et al. 
2000)  che  nel  ratto  (Feinberg  and  Campbell  1993).  Questo  decremento  è  risultato 
estremamente  ridotto  nei  ceppi  Tg(WT)  e  Tg(CJD)  e  completamente  assente  nel  ceppo  KO. 
Questi  risultati sono estremamente  interessanti se  integrati con  i dati, discussi  in precedenza, 
sul recupero della fase REM dopo deprivazione. È infatti stato proposto che il decremento della 
banda  delta  nella  fase  di  buio  che  fa  seguito  alla  deprivazione  sia  una  conseguenza 
dell’incremento di sonno REM che si verifica in questa stessa fase. Proprio l’incremento di sonno 
REM  impedirebbe un  totale  recupero della componente delta del sonno NREM  (Feinberg and 
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Campbell 1993). In questa ottica i risultati ottenuti hanno mostrato una totale concordanza con 
questa teoria. Il ceppo KO, che non presenta, o quasi, recupero di sonno REM, non va incontro a 
nessun decremento della banda delta nella  fase di buio.  I ceppi Tg(WT) e Tg(CJD), che hanno 
presentato  un  modesto  recupero  di  sonno  REM,  sono  andati  incontro  ad  un  modesto 
decremento della banda delta nella fase di buio. Viceversa i topi WT, che hanno avuto il maggior 
recupero di  sonno REM dopo deprivazione, hanno  subito anche  la più grande  riduzione della 
banda delta nella fase di buio.  
L’analisi  del  sonno NREM  e  della  veglia,  viceversa,  non  ha mostrato  anomalie  di  particolare 
interesse  in nessuno dei ceppi. Tutti gli animali hanno mostrato un recupero del sonno NREM 
comparabile  tra  loro  ed  in  accordo  con  quanto  è  stata  descritto  anche  in  lavori  presenti  in 
letteratura  condotti  su  topi WT  (Huber, Deboer  et  al.  2000)  e  su  topi  KO  per  la  PrP(Huber, 
Deboer et al. 2002). 
 
L‘analisi del sonno REM, dopo SD, in animali di 12 mesi ha portato ulteriori spunti interessanti. 
In questo caso è infatti risultato possibile distinguere i ceppi in due gruppi. Da un lato gli animali 
dei ceppi KO e Tg(CJD), dall’altro gli animali dei ceppi WT e Tg(WT). Questo secondo gruppo ha 
mostrato, in generale, un abbondante recupero del sonno REM, diffuso sia nella fase di luce che 
nella fase di buio ed è perciò risultato comparabile a risultati descritti in letteratura per animali 
WT (Huber, Deboer et al. 2000). 
Viceversa  gli  animali  dei  ceppi  KO  e  Tg(CJD)  hanno mostrato  un  recupero meno marcato  di 
questa  fase del  sonno. Dalla  comparazione di questi  risultati  con quelli ottenuti negli animali 
anziani sembrano emergere alcuni spunti interessanti. Da un lato gli animali WT si mantengono 
costanti e coerenti con quanto presente in letteratura per animali adulti. A questi si affiancano 
gli animali Tg(WT), per  i quali è possibile  ipotizzare che a questa età siano ancora  funzionanti 
meccanismi  di  compensazione  in  grado  di  contrastare  modeste  modificazioni  dei  sistemi  di 
controllo del sonno dovute ad alterazioni puramente quantitative della PrP. Come descritto  in 
precedenza,  tali meccanismi  potrebbero  invece  essere  compromessi  negli  animali  di  questo 
ceppo ma di 18 mesi di età. 
La  ridotta  compensazione  del  sonno  REM  negli  animali  KO  e  Tg(CJD),  viceversa,  conferma 
quanto  già  descritto  negli  animali  più  anziani,  indicando  un  danno  maggiore  dovuto  ad 
alterazioni importanti a carico della PrP rispetto agli animali Tg(WT). 
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L’analisi della banda delta ha mostrato un  forte  incremento di questa componente del sonno 
nelle prime ore dal termine della deprivazione,  in accordo con quanto già detto per gli animali 
anziani. Viceversa ad un anno di età tutti gli animali hanno mostrato un decremento della banda 
delta durante la fase di buio, anche se meno marcato nel ceppo Tg(WT) rispetto agli altri. 
Questi dati sono risultati in accordo con la teoria di Feinberg descritta in precedenza. Infatti tutti 
gli  animali  hanno mostrato  un maggiore  recupero  di  sonno  REM  durante  la  fase  di  buio  se 
comparati con i topi di 18 mesi. 
L’analisi del  tempo  trascorso  in  sonno NREM ha prodotto  risultati abbastanza  simili a quanto 
descritto  negli  animali  più  anziani,  con  una  differenza.  È  stato  infatti  interessante  notare  il 
ridotto recupero di sonno NREM rilevato nel ceppo Tg(WT), integrando i dati derivati dal sonno 
NREM e quelli derivati dalla banda delta è emerso che questo ceppo ha presentato un marcato 
recupero della banda delta al termine della deprivazione ed un ridotto decremento della stessa 
banda  durante  la  fase  di  buio  accompagnato  ad  un  ridotto  aumento  del  tempo  trascorso  in 
sonno NREM. La valutazione complessiva di questi dati ha portato ad ipotizzare che, a 12 mesi di 
età,  gli  animali  Tg(WT)  abbiano mostrato,  rispetto  agli  altri  ceppi,  un  recupero  del  sonno  in 
seguito  a  SD maggiormente  incentrato  sulla  banda  delta  che  sul  tempo  trascorso  in  sonno 
NREM.  Per  quanto  differenze  di  questo  tipo  non  fossero mai  state  descritte  in  relazione  ad 
alterazioni della PrP esse sono state mostrate in studi su animali appartenenti a ceppi differenti 
(Huber, Deboer et al. 2000). 
Negli animali più giovani  l’andamento delle registrazioni  in seguito a deprivazione è simile nei 
vari ceppi oggetto di studio. Questo risultato è  in accordo con quanto descritto  in precedenza. 
Gli  animali  di  6  mesi  di  età  possono,  perciò,  essere  ritenuti  troppo  giovani  per  mostrare 
eventuali alterazioni legate a mutazioni o disregolazioni della PrP. 
Tutti  i  ceppi  hanno mostrato  un  recupero  bifasico  del  tempo  trascorso  in  sonno  REM.  Tale 
andamento è risultato in accordo con quanto descritto in letteratura per animali aventi lo stesso 
sostrato genetico di quelli qui descritti (Huber, Deboer et al. 2000).  
L’analisi della banda delta negli animali di sei mesi di età ha mostrato un andamento bifasico per 
tutti  i  ceppi,  con  un  incremento  della  potenza  della  banda  dopo  SD  ed  una  sua  riduzione, 
rispetto al controllo, nella fase di buio. È stato interessante notare come gli animali WT e Tg(WT) 
abbiano mostrato un  ridotta  riduzione della potenza nella  fase di buio  rispetto ai  ceppi KO e 
Tg(CJD). Questo andamento, apparentemente  in contrasto con quanto descritto per gli animali 
adulti ed anziani, può forse essere spiegato con una maggiore capacità di generare onde  lente 
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negli animali più giovani appartenenti ai ceppi WT e Tg(WT). È  infatti ampiamente descritto  in 
letteratura una riduzione del sonno più profondo nei soggetti anziani se comparati ai giovani, ad 
esempio nell’uomo(Rechtschaffen and Siegel 2000) e nel ratto (Shiromani, Lu et al. 2000). 
Per  quanto  riguarda  l’andamento  in  sonno  NREM  ed  in  veglia  i  risultati  si  sono mostrati  in 
accordo  con  quanto  precedentemente  descritto  in  letteratura  per  animali  WT  dello  stesso 
ceppo (Huber, Deboer et al. 2000). 
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Conclusioni 
In  conclusione,  riassumendo  i  risultati  salienti  di  questo  studio,  è  necessario  partire  dalla 
caratterizzazione  del modello  creato.  I  risultati  descritti  e  discussi  hanno mostrato  come  gli 
animali  Tg(CJD)  non  solo  abbiano  presentato  le  alterazioni  motorie,  cognitive  ed 
elettroencefalografiche  tipiche  anche  dei  pazienti  affetti  da  CJD  e  di  altri modelli  animali  di 
questa malattia, ma anche alterazioni descritte più di recente a carico del sonno, in particolare 
la  marcata  riduzione  del  sonno  REM.  Questi  risultati  mostrano  come  il  nuovo  modello, 
riassumendo in sè sostanzialmente tutte le caratteristiche di questo morbo, sia interessante sia 
come  base  per  lo  studio  della  genesi  e  dell’evoluzione  di  questa  malattia  sia  per  la 
sperimentazioni di eventuali approcci terapeutici. Esso pone inoltre interessanti interrogativi sul 
perché sia stata riscontrata tale riduzione di sonno REM. 
Lo  studio dell’evoluzione della malattia  a  tre differenti  età ha,  a  sua  volta, prodotto  risultati 
estremamente  interessanti.  La  dimostrazione  che  la marcata  riduzione  del  sonno  REM  abbia 
fatto la sua comparsa precocemente e bruscamente nel ceppo Tg(CJD) ad una età in cui non ci si 
aspetta siano presenti  i sintomi della variante  familiare di CJD descritta  in questo studio pone 
interessanti prospettive. La preoce riduzione del sonno REM potrebbe, infatti, rappresentare un 
indizio dello  
sviluppo della malattia e quindi configurarsi come un utile strumento per la diagnosi precoce. 
Inoltre  l’analisi  della  distribuzione  circadiana  del  sonno  ha  confermato  una  perdita  di 
circadianità negli animali KO ed ha esteso questo risultato al ceppo Tg(CJD). 
Infine,  l’analisi  della  deprivazione  di  sonno  ha  mostrato  come,  in  caso  di  perturbazioni,  i 
meccanismi  di  controllo  del  sonno  REM  non  siano  in  grado  di  effettuare  una  corretta 
compensazione del REM perso durante la deprivazione stessa nel ceppo Tg(CJD). Inoltre è stato 
rilevato come  tale deficienza esista anche negli altri due ceppi con alterazioni della PrP: KO e 
Tg(WT).  Ciò  potrebbe  indicare  come,  mentre  in  condizioni  basali  alterazioni  puramente 
quantitative della PrP siano compensabili da parte di altri sistemi  tale compensazione non sia 
sufficiente in condizioni di stress. 
I dati mostrati hanno  inoltre evidenziato una relazione tra recupero di sonno REM e recupero 
della banda delta in seguito a deprivazione. 
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